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Optimizacija ekstrakcije policikličnih aromatskih ogljikovodikov iz tal  
Povzetek 
Policiklični aromatski ogljikovodiki (PAH) so skupina organskih spojin, ki v veliki večini 
prehaja v okolje zaradi človeške dejavnosti. Uvrščamo jih med obstojna organska 
onesnaževala, nekateri izmed njih pa so tudi rakotvorni in mutageni. V tleh lahko 
dosežejo koncentracijo, ki pomeni tveganje za človekovo zdravje, zato je nujno spremljati 
onesnaženost tal.  
V magistrski nalogi sem za namen čiščenja ekstraktov najprej optimizirala ekstrakcijo na 
trdno fazo (SPE) za ekstrakcijo PAH iz vode. Preizkusila sem več SPE kolon, izmed 
katerih sem najboljše rezultate dobila s Supelco LC-18 kolono. Ovrednotila sem vpliv 
pretoka, odparevanja, dodatka NaCl in acetona na učinkovitost SPE. Koncentriranje 
ekstrakta z odparevanjem topila je vodilo do pomembnih izgub naftalena, acenaftena in 
fluorena, vendar manj, ko sem odparevala pri sobni temperaturi. Prisotnost acetona v 
raztopini PAH je poslabšala izkoristke SPE, prisotnost NaCl pa ni imela pomembnega 
vpliva. Določila sem tudi ponovljivost SPE metode, pri čemer so bili relativni standardni 
odmiki 4,3–8,7 %. 
Ekstrakcijo iz tal sem optimizirala z umetno kontaminiranimi tlemi (z 10 µg PAH/g tal), 
ki sem jih čez noč pustila (za prib. 20 h) , da je izhlapelo topilo. Pri tem so bili izkoristki 
ultrazvočne ekstrakcije (UE) 3,1–81,2 %, ko pa sem ekstrakt čistila s SPE, so bili še nižji. 
Tak način priprave kontaminiranih tal vodi do izgub bolj hlapnih PAH (naftalena, 
acenaftena in fluorena) zaradi izhlapevanja. Boljše rezultate sem dobila pri tleh, ki sem 
jim tik pred UE dodala PAH (74,8–90,4 %). Tudi v tem primeru sem dobila bistveno 
slabše izkoristke, če sem uporabila SPE. Ko sem ekstrakte tal očistila s SPE brez 
odparevanja topila v eluatu, so izkoristki padli pod 20 % za vse PAH.  
Ponovljivost ultrazvočne ekstrakcije sem določila s tlemi s svežim dodatkom 2 µg PAH/g 
tal, pri čemer so izkoristki znašali 76,1–90,1 %. Podobno primerljive izkoristke sem 
dobila tudi pri tleh z 1 µg PAH/g tal. 
Ključne besede: policiklični aromatski ogljikovodiki, tla, ekstrakcija na trdno fazo, 





Optimization of polycyclic aromatic hydrocarbons extraction from soil 
Abstract 
Polycyclic aromatic hydrocarbons are a group of organic compounds that are mainly 
released to the environment due to anthropogenic sources of pollution. They are classified 
as persistent organic pollutants, some of them are cancerogenic and mutagenic. PAH 
accumulate in the soil, where they can reach concentrations dangerous to human health. 
For this reason, it has become essential to monitor concentrations of PAH in the soil.  
In order to develop an extract clean-up method, I optimized solid phase extraction of PAH 
from water. Several different SPE cartridges were tested, of which Supelco LC-18 
cartridge gave the best results. I evaluated the effect of sample flow, evaporation, and the 
addition of NaCl and acetone on the efficiency of SPE. Evaporation of solvent led to 
significant losses of naphthalene, acenaphthene and fluorene, which were even higher 
when evaporation at higher temperatures was used. Acetone in PAH solution lowered the 
extraction efficiency, meanwhile, the addition of NaCl didn’t affect it significantly. 
Repeatability of SPE was also evaluated and relative standard deviations were in the range 
of 4.3-8.7 %. 
Extraction from soil was optimized by using artificially spiked soil (10 µg PAH/g soil), 
that was left in a fume hood overnight (approximately 20 h) to evaporate the solvent. The 
efficiency of ultrasonic extraction from this soil was in the range 3.1-81.2 % and was 
even lower when SPE clean-up was used. The method mentioned above for soil spiking 
is not appropriate for more volatile PAH (naphthalene, acenaphthene and fluorene), due 
to their evaporation. Better efficiency of ultrasonic extraction was obtained with the use 
of freshly spiked soil (74.8-90.4 %). Also, in this case, SPE clean-up led to low extraction 
efficiency (under 20 % for all PAH). 
Repeatability of ultrasonic extraction of PAH from freshly spiked soil was tested with 
soil with 2 µg PAH/g soil. Extraction efficiencies were within 76.1-90.1 %. Similar 
results were obtained with the freshly spiked soil that contained 1 µg PAH/g soil. 
 
 
Keywords:  polycyclic aromatic hydrocarbons, soil, solid phase extraction, ultrasonic 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
ASE   pospešena ekstrakcija (ang. accelerated solvent extraction) 
C8   modificiran silikagel z oktilnimi (8 ogljikovih atomov) verigami 
C18   modificiran silikagel z oktadecilnimi (18 ogljikovih atomov) verigami  
d-SPE   disperzivna ekstrakcija na trdno fazo (ang. dispersive solid phase extraction) 
DAD   detektor na niz diod (ang. diode array detector) 
DI voda   deionizirana voda 
FID   plamensko ionizacijski detektor (ang. flame ionization detector) 
FLD   fluorescenčni detektor (ang. fluorescence detector) 
HPLC   tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. high performance liquid 
chromatography) 
GC-MS   plinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo (ang. gas 
chromatography–mass spectrometry)  
HMW-PAH   policiklični aromatski ogljikovodiki z visoko molekulsko maso (ang. 
high molecular weight polycyclic aromatic hydrocarbons) 
LMW-PAH   policiklični aromatski ogljikovodiki z nizko molekulsko maso (ang. low 
molecular weight polycyclic aromatic hydrocarbons) 
MAE   mikrovalovna ekstrakcija (ang. microwave assisted extraction) 
MS   mehansko stresanje (ang. mechanical shaking) 
PAH   policiklični aromatski ogljikovodiki (ang. polycyclic aromatic hydrocarbons)  
rpm   obrati na minuto (ang. revolutions per minute) 
SE   Soxhletova ekstrakcija (ang. Soxhlet extraction) 
SFE   superkritična ekstrakcija (ang. supercritical fluid extraction) 
SPE   ekstrakcija na trdno fazo (ang. solid phase extraction) 
SPME   mikroekstrakcija na trdno fazo (ang. solid phase microextraction) 
SWE   ekstrakcija s subkritično vodo (ang. subcritical water extraction) 
UE   ultrazvočna ekstrakcija (ang. ultrasonic extraction) 









1 Pregled literature 
1.1 Onesnaževanje tal 
Tla so poleg vode in zraka nujna za preživetje ljudi, saj jih uporabljamo kot medij za 
gojenje hrane. Tla sestavljajo anorganski delci (45 %), zrak (20–30 %), voda (20–30 %) 
ter organska snov, v obliki živih organizmov in neživih organskih delcev (1–5 %). 
Vsebnost vode in zraka je odvisna od vremena, količina organske snovi pa od tipa tal, 
podnebja in obdelovanja tal [1]. V primerjavi z zrakom in vodo so tla bolj kompleksna in 
raznolika v sestavi, zaradi česar se v njih nalagajo različna onesnaževala. Delujejo kot 
filter, ki zadrži onesnaževala pred prehodom v podtalnico, ter kot bioreaktor, kjer se ta 
razgradijo. Ko zdravju škodljive snovi prehajajo iz tal v hrano ali pitno vodo, to postane 
nevarno za zdravje živih organizmov [2]. Glavne skupine onesnaževal v tleh so težke 
kovine (kadmij, svinec, kositer, živo srebro itd.), razna anorganska onesnaževala 
(aluminij, berilij, fluor, arzen itd., če so prisotni v previsokih koncentracijah), radioaktivni 
elementi (uran, radij, plutonij itd.) in organska onesnaževala (ogljikovodiki, policiklični 
aromatski ogljikovodiki, pesticidi, organska topila itd.) [3]. 
Onesnaževala pridejo v tla iz urbanih, industrijskih in kmetijskih virov, požarov ter iz 
okoljskih nesreč. Onesnaževala iz urbanih in industrijskih virov pridejo v tla zaradi emisij 
industrijskih tovarn ter obratov za proizvodnjo energije (elektrarn, jedrskih elektrarn, 
termoelektrarn), prometa, gospodinjskih in industrijskih odplak ter odlaganja smeti. Iz 
obratov za proizvodnjo energije prihajajo v okolje tudi dušikovi, žveplovi in uranovi 
oksidi, policiklični aromatski ogljikovodiki ter radioaktivne snovi. S kmetijstvom 
vnašamo v tla onesnaževala, kot so gnojila, pesticidi in ogljikovodiki. Gnojila vsebujejo 
soli težkih kovin, kot so kadmijevi, arzenovi, manganovi, cinkovi in vanadijevi fosfati. 
Pesticidi večinoma nastopajo v obliki organofosforjevih, organoklorovih in 
organokositrovih spojin, benzoimidazolov, derivatov karbaminske, barbiturne in ftalne 
kisline, triazina ter piridina. Ogljikovodiki pridejo v tla z razlivom goriva iz kmetijskih 
strojev in drugih prevoznih sredstev. Dodaten vir onesnaženja tal predstavljajo nesreče, 
pri katerih pride do vnosa prevelike koncentracije kovin, ogljikovodikov, radioaktivnih 
elementov ali zdravju nevarnih kemikalij. Zaradi množičnega onesnaževanja tal sta za 
zdravje živih bitij nujna odgovoren odnos do okolja  in redno spremljanje koncentracije 
onesnaževal. To velja tudi za policiklične aromatske ogljikovodike (ang. polycyclic 
aromatic hydrocarbons, PAH), ki jih uvrščamo med obstojna organska onesnaževala [3]. 
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1.2 Policiklični aromatski ogljikovodiki 
PAH so spojine, sestavljene iz ogljika in vodika, ki vsebujejo vsaj 2 spojena benzenova 
obroča. So nepolarne, lipofilne spojine, ki so slabo topne v vodi. Glede na molekulsko 
maso ločimo PAH z nizko molekulsko maso (ang. low molecular weight polycyclic 
aromatic hydrocarbons, LMW-PAH) in PAH z visoko molekulsko maso (ang. high 
molecular weight polycyclic aromatic hydrocarbons, HMW-PAH). LMW-PAH imajo od 
2 do 3 obroče, HMW-PAH pa 4 ali več obročev. Z naraščanjem molekulske mase PAH 
narašča lipofilnost oz. hidrofobnost, topnost v vodi in parni tlak pa padata. Ameriška 
agencija za varovanje okolja (ang. United States Environmental Protection Agency, US 
EPA) je priporočila spremljanje koncentracij 16 PAH, ki se pogosto pojavljajo v okolju 
[4]. Njihove strukture so prikazane na sliki 1. 
 
1 naftalen, 2 acenaftilen, 3 acenaften, 4 fluoren, 5 fenantren, 6 antracen, 7 fluoranten, 
8 piren, 9 benz[a]antracen, 10 krizen, 11 benzo[b]fluoranten, 12 benzo[k]fluoranten, 
13 benzo[a]piren, 14 indeno[1,2,3,-c,d]piren, 15 benzo[g,h,i]perilen, 
16 dibenz[a,h]antracen.  
Slika 1: 16 policikličnih aromatskih ogljikovodikov s seznama US EPA [5] 
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V magistrski nalogi sem se osredotočila na štiri PAH, ki so bili dovolj hlapni, da sem jih 
uspešno določila z uporabljeno kromatografsko kolono (DB-624). Najvišja temperatura, 
ki jo je uporabljena kolona lahko prenesla je bila 260 ºC. Ti štirje PAH so bili: naftalen, 
acenaften, fluoren in fenantren. Njihove fizikalno-kemijske lastnosti so prikazane v tabeli 
1. 




Topnost v vodi 
pri 25 ºC (mg/l) 




Parni tlak pri 




naftalen 128,17 31 218 10,4 3,11 
acenaften 154,21 3,9 278 0,3 3,79 
fluoren 166,22 1,7 295 0,09 4,15 
fenantren 178,23 1,1 339 0,02 4,22 
logKoc … logaritem porazdelitvenega koeficienta organski ogljik/voda  
1.3 Izvor in porazdelitev PAH v okolju 
V okolju PAH izvirajo iz človeške dejavnosti (antropogeni) in iz naravnih virov. 
Antropogeni PAH pridejo v okolje iz pirogenih in petrogenih virov. Pirogeni PAH 
nastajajo pri nepopolnem izgorevanju fosilnih goriv (premoga, nafte, zemeljskega plina), 
v izpušnih plinih vozil, pri sežiganju smeti, gum in biomase (rastlin, lesa). Petrogeni PAH 
so večinoma bolj hlapni PAH, ki pridejo v okolje z izlivom nafte. Nastajajo pri 
industrijskih procesih, kot so proizvodnja koksa in predelava aluminija, vsebujejo pa jih 
tudi izdelki, ki se uporabljajo pri impregnaciji lesa in cementiranju. Odkrili so jih v 
prekajeni hrani in hrani, pripravljeni na žaru [4,11]. Naravni viri PAH v okolju so požari, 
izbruhi vulkanov in biološka sinteza v živih bitjih. Gliva Muscodor vitigenus proizvaja 
naftalen, s katerim odganja insekte, odkrili pa so ga tudi v rožah iz rodu Magnolia in v 
rastlinah iz družine Annonaceae [12]. Največ PAH pride v okolje z nepopolnim 
izgorevanjem snovi iz naravnih in antropogenih virov [13]. 
PAH se v okolju nahajajo v tleh, sedimentih, zraku in vodi, posledično pa tudi v živih 
organizmih. Večinoma se nahajajo v trdni ali plinasti fazi, odvisno od njihovega parnega 
tlaka. V trdni fazi so lahko adsorbirani na delce v zraku (npr. prah, saje), tla ali sediment. 
Naftalen je zaradi visokega parnega tlaka večinoma v parni fazi. Tri- in štiriciklični PAH 
so porazdeljeni med parno in trdno fazo, odvisno od temperature, relativne vlažnosti in 
lastnosti posameznega policikličnega aromatskega ogljikovodika. PAH s petimi ali več 
obroči so skoraj izključno v trdni fazi, adsorbirani na trdne delce v zraku, tleh ali 
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sedimentih. Topnost PAH v vodi pada z naraščajočo molekulsko maso, zato je 
koncentracija dvo- in trocikličnih PAH v vodi navadno višja od PAH z večjo molekulsko 
maso. Ti so verjetneje adsorbirani na delce sedimentov na dnu vodnega telesa [4, 10].  
LMW-PAH so bolj hlapni in dovzetnejši za razgradnjo kakor  HMW-PAH. Slednji se v 
večji meri akumulirajo v okolju zaradi nižje topnosti v vodi, nižje hlapnosti, slabšega 
spiranja (iz tal ali delcev v zraku) in boljše odpornosti proti razgradnji. Koncentracije 
PAH v vodnem okolju so najvišje v sedimentih, srednje v živih organizmih, najnižje pa 
v vodi. Zaradi omenjenih lastnosti je najvišja koncentracija PAH v okolju v tleh in 
sedimentih. Zato z analizo vzorcev tal in sedimentov dobimo dobro oceno 
kontaminiranosti okolja s PAH. Ti najpogosteje pridejo v tla in sedimente iz 
onesnaženega zraka. Iz atmosfere se v okolje usedajo po dveh mehanizmih. Pri prvem, 
suhem usedanju (ang. dry deposition), PAH najprej preidejo v atmosfero, kjer se 
adsorbirajo na delce v zraku ali pa ostanejo v prosti plinasti obliki. Ti delci ali prosti PAH 
se nato usedejo na površino tal, rastlin ali vodnih teles. Po drugem mehanizmu, 
imenovanem mokro usedanje (ang. wet deposition), se PAH absorbirajo v vodne kapljice 
v atmosferi, ki padejo na zemeljsko površino. Če pristanejo na površini rek, jezer, 
oceanov in drugih vodnih teles, od tam preidejo v sediment. Drugi vzroki za PAH v tleh 
in sedimentih so direktni izpusti industrijskih obratov, kontaminirane vode, odplak in 
odlaganje  odpadkov v tla ali vodno telo [4, 13, 14]. V tleh se sorbirajo na sestavne dele, 
kot so organska snov, glinenci in oksidi [15]. 
V tleh v zmernem podnebju prevladujejo HMW-PAH, ki večinoma izvirajo iz kurjenja 
fosilnih goriv in drugih človeških dejavnosti. Skupna koncentracija PAH v tleh tropskega 
podnebja je nižja kot v tleh zmernega podnebja. V večini prsti tropskega podnebja so 
najpogostejši naftalen, fenantren in perilen; prisotni so v koncentracijah, ki so primerljive 
s temi iz zmernega podnebja [12].  
Tla industrijskih in urbanih površin v večini primerov vsebujejo višjo koncentracijo PAH 
kot tla neposeljenih območij [12, 16]. Analiza tal s področja Nepala in Kitajske je 
pokazala, da so okoli glavnih prometnic, kmetijskih in urbanih površin višje koncentracije 
PAH kot drugje [17]. Druga raziskava s Kitajske je pokazala, da so koncentracije PAH v 
tleh industrijskih območij do 6-krat višje kakor v tleh iz predmestja [18]. V vzorcih 
mestnih tal na otoku Spitsbergen so zabeležili višjo koncentracijo PAH ob dveh 
termoelektrarnah kakor v vzorcu tal, odvzetem več kilometrov stran [19]. Tudi v 
sedimentih je koncentracija PAH višja v vodnih telesih v bližini industrije [13]. 
PAH iz atmosfere pridejo v tla iz bližjih virov, npr. iz izpušnih plinov v tla poleg ceste. 
Lahko pa pridejo tudi iz oddaljenih virov, saj potujejo po zraku in se sorbirajo v tla daleč 
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od prvotnega vira. To je vzrok, da najdemo PAH tudi v neposeljenih in neindustrijskih 
pokrajinah, npr. v Himalaji, Tatrah in Tibetu [17, 20, 21]. Pri raziskavi tal s področja 
Himalaje so bili bolj hlapni PAH najpogostejši, njihova prisotnost v tleh pa se je rahlo 
večala z nadmorsko višino. Trend višanja koncentracij bolj hlapnih PAH z nadmorsko 
višino so opazili tudi v Tatrah [17, 21].  
1.4 Vpliv PAH na zdravje 
V poročilu iz leta 2010 je Mednarodna agencija za raziskavo raka, IARC (ang. The 
International agency for research on cancer), razvrstila PAH glede na potencialno 
kancerogenost za človeka v tri skupine: znani kancerogeni (ang. carcinogenic, skupina 
1), verjetni kancerogeni (ang. probably carcinogenic, skupina 2A) in možni kancerogeni 
(ang. possibly carcinogenic, skupina 2B). Od 60 ocenjenih PAH je edino benzo[a]piren 
v skupini 1. V skupino 2A so uvrstili 3, v skupino 2B pa 11 PAH. Za ostalih 45 PAH je 
bilo opravljenih premalo eksperimentalnih študij, da bi jih uvrstili v katero koli od 
omenjenih treh skupin. Med 16 izbranimi PAH agencije US EPA je torej en znan 
kancerogen (benzo[a]piren), en verjetno kancerogen (dibenz[a,h]antracen) in pet možno 
kancerogenih PAH (benz[a]antracen, benzo[b]fluoranten, benzo[k]fluoranten, krizen, 
indeno[1,2,3,-c,d]piren) [11]. 
Splošna populacija pride v stik s PAH preko onesnaženih tal, zraka in pitne vode, kajenja, 
dimljene ali na žaru pečene hrane ter hrane, gojene v onesnaženem okolju. Glavni vnos 
PAH pri splošni populaciji predstavlja hrana in znaša od nekaj nanogramov do nekaj 
miligramov PAH na dan. Viri PAH v hrani so lahko dimljeno meso, meso na žaru, pečena, 
pražena in ocvrta hrana ter zelenjava, gojena na kontaminiranih tleh. Ugotovili so, da je 
vsebnost benzo[a]pirena v mesnih izdelkih odvisna od načina, temperature in dolžine 
priprave. Pri nekaterih ljudeh lahko najvišji vnos PAH v telo predstavlja okolje ali snovi 
na delovnem mestu. Pri IARC so ocenili, da je izpostavljenost PAH kancerogena za 
človeka pri naslednjih delovnih procesih: uplinjanje premoga, proizvodnja koksa, 
čiščenje dimnikov, uporaba smole premogovega katrana in proizvodnja aluminija [11]. 
PAH v tleh predstavljajo tveganje za zdravje ljudi, kadar pridemo v neposredni stik z 
njimi preko kontaminiranih tal in kadar iz tal prehajajo v prehrambno verigo človeka. 
Zaradi lipofilne in hidrofobne narave ter nizke hitrosti razgradnje se akumulirajo v okolju 





1.5 Koraki pri analizi vzorcev tal 
Postopek določitve analitov v vzorcu tal je sestavljen iz več korakov. V splošnem so po 
vrstnem redu opisani spodaj in v naslednjih poglavjih. 
• Vzorčenje tal. Prvi korak je odvzem vzorcev tal. Maso tal, število vzorcev in 
način odvzema prilagodimo analiznemu problemu, tako da so vzorci 
reprezentativni.  
• Predpriprava vzorca. Vzorec obdelamo, da postane homogen in primeren za 
nadaljnje korake. To pomeni, da iz vzorca tal odstranimo moteče predmete 
(rastline, vejice, kamne itd.) in ga presejemo, da dobimo manjše delce. Nato ga 
posušimo ali mu dodamo sušilno sredstvo (primerno za hlapne analite, ki bi pri 
sušenju izpareli). V nekaterih primerih lahko uporabimo tudi vlažne vzorce.  
• Ekstrakcija. Željene analite iz vzorca prenesemo v izbrano topilo, pri čemer se v 
topilo ekstrahirajo tudi druge (moteče) spojine, imenovane interference. Pri tem 
koraku je treba uporabiti čim bolj optimizirane pogoje, da čim več analitov preide 
iz trdne matrice v topilo. S tem zagotovimo visoko učinkovitost ekstrakcije. Za 
topilo z ekstrahiranimi analiti in drugimi spojinami bom v nadaljevanju 
uporabljala besedo ekstrakt. Če je treba, ekstrakt ločimo od ostalih tal s 
centrifugiranjem in/ali filtracijo.  
• Odparevanje topila iz ekstrakta. Ekstraktu po potrebi odparimo topilo do 
manjšega volumna ali do suhega, pri čemer suhi ostanek raztopimo v enakem ali 
drugem topilu.  
• Čiščenje ekstrakta. S čiščenjem ekstrakta odstranimo interference, ki se 
ekstrahirajo z željenimi analiti. Interference lahko povzročijo napako pri 
kvantifikaciji analitov, kontaminirajo inštrument ali poškodujejo kromatografsko 
kolono. Po čiščenju ekstrakta dobimo raztopino z analiti, neodstranjenimi 
spojinami in topilom, za katero bom v nadaljevanju uporabljala besedo eluat.  
• Koncentriranje eluata. Eluat je treba koncentrirati pri vzorcih z nizko 
koncentracijo analitov, da dosežemo mejo zaznave oz. mejo kvantifikacije pri 
inštrumentalni analizi. Ta korak se lahko tudi izpusti (zlasti pri hlapnih analitih). 
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• Inštrumentalna analiza. V zadnjem koraku ločimo, identificiramo in 
kvantificiramo analite, najpogosteje s kromatografijo z ustrezno detekcijo [13, 23, 
24]. 
1.6 Ekstrakcija 
Ekstrakcija organskih spojin iz trdne snovi je proces, pri katerem se analit desorbira z 
matrice vzorca in preide v topilo. Učinkovitost ekstrakcije je odvisna od treh faktorjev: 
topnosti analita v ekstrakcijskem topilu, masnega prenosa in vpliva matrice. Topnost 
analita je odvisna od topila, temperature in tlaka. Masni prenos pomeni prenos analita iz 
notranjosti matrice v topilo, pri čemer topilo vdre v matrico in povzroči desorpcijo analita 
z matrice. Masni prenos je odvisen od koeficienta difuzije, velikosti delcev in strukture 
matrice. Visoka temperatura in tlak, nizka viskoznost topila, majhni delci in mešanje 
povečajo masni prenos. Od naštetih treh faktorjev je najmanj razumljen vpliv matrice. 
Možno je, da analita ne moremo ekstrahirati, ker je ujet v porah matrice ali je močno 
vezan na površino delca. Desorpcija analitov iz staranih tal je lahko manj učinkovita, saj 
analiti sčasoma prodrejo globje v pore delcev. Zato je za ekstrakcijo analitov iz staranih 
tal treba več časa kakor pri tleh, ki smo jim nedavno dodali analite [24].  
Na učinkovitost ekstrakcije PAH iz tal vplivajo izbira topila, razmerje med maso tal in 
topilom, čas, tlak in temperatura ekstrakcije, število ciklov ekstrakcije, fizikalno-
kemijske lastnosti tal (pH, delež organske snovi, vlažnost, velikost delcev), koncentracija 
PAH v tleh ter čas, ki je pretekel od kontaminacije tal s PAH do analize [15, 25, 26]. Za 
ekstrakcijo PAH iz tal se uporablja več različnih tehnik ekstrakcije. To so Soxhletova in 
avtomatizirana Soxhletova ekstrakcija, ultrazvočna ekstrakcija, pospešena ekstrakcija, 
superkritična ekstrakcija, ekstrakcija s subkritično vodo, mikrovalovna ekstrakcija, 
mehansko stresanje in nekatere druge. 
1.6.1 Soxhletova ekstrakcija  
 
Soxhletovo ekstrakcijo (ang. Soxhlet extraction, SE) je leta 1879 razvil Franz von Soxhlet 
za ekstrakcijo maščobe iz mleka. Uspešno se uporablja pri ekstrakciji raznolikih analitov 
iz različnih vzorcev. Pogosto jo uporabljajo tudi pri ekstrakciji PAH in je referenčna 
tehnika, s katero se primerjajo druge ekstrakcijske tehnike. Pri ekstrakciji uporabljamo 
Soxhletov aparat, tako da v bučki segrevamo ekstrakcijsko topilo, ki izhlapi in se nato 
utekočini v hladilniku. Kondenzat kaplja v del aparata, kjer je vzorec, potem pa topilo z 
ekstrahiranimi analiti steče nazaj v bučko. Analiti imajo višjo temperaturo vrelišča, zato 
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se koncentrirajo v bučki, medtem ko topilo kroži, vzorec pa je v vsakem ciklu ekstrahiran 
s čistim topilom. Cikel ponavljamo večkrat na uro, največ 48 h [24].  
V US EPA so standardizirali Soxhletovo ekstrakcijo nehlapnih in delno hlapnih spojin iz 
trdnin, kot so smeti, tla in blato. Objavljena je pod oznako »METHOD 3540C« (slov. 
metoda 3540C). Prednost Soxhletove ekstrakcije je ta, da je cenovno ugodna in 
standardizirana metoda, pri kateri filtriranje ni potrebno. Ekstrakcija PAH iz tal z metodo 
3540C traja 16–24 h, s 4–6 cikli na uro. Potrebujemo razmeroma veliko topila (300 mL 
za 10 g tal), po ekstrakciji je potrebno tudi čiščenje ekstraktov [27]. V literaturi se pri SE 
uporabljajo različna topila (najpogosteje diklorometan, aceton, heksan in njihove 
mešanice) ter različno dolga ekstrakcija (največ 48 h). Izkoristek ekstrakcije se veča z 
molekulsko maso PAH, bolj hlapne spojine pa se med postopkom lahko izgubijo. Čeprav 
je dolgotrajna, se še vedno pogosto uporablja za analizo vsebnosti PAH v tleh [28]. 
Izboljšava Soxhletove ekstrakcije je avtomatizirana Soxhletova ekstrakcija, ki je hitrejša 
in s katero lahko dobimo višje izkoristke ekstrakcije [26]. 
1.6.2 Ultrazvočna ekstrakcija 
Pri ultrazvočni ekstrakciji (ang. ultrasonic extraction, UE) uporabljamo energijo 
ultrazvočnega valovanja. Vzorec tal skupaj s topilom potopimo v ultrazvočno kopel. Gre 
za preprosto, hitro, cenovno ugodno ekstrakcijsko tehniko, pri kateri uporabimo malo 
topila, kar so njene pomembne prednosti. Po ekstrakciji moramo ekstrakt ločiti od tal s 
centrifugiranjem ali (vakuumsko) filtracijo in upariti topilo na manjši volumen [13, 23]. 
Za učinkovito in ponovljivo ekstrakcijo je treba optimizirati pogoje, kot so čas in število 
ponovitev ekstrakcije, vrsta in količina topila in količina vzorca. V literaturi se pri tej 
ekstrakciji uporablja različna topila: aceton [29, 30], diklorometan [31, 32] in njuni 
mešanici, metanol [33], etil acetat [25] in druga. Različno dolg je bil tudi čas ekstrakcije, 
od 9 min [34] do 2 h [31, 32], večinoma pa je trajala 20–30 min [29, 30, 35]. Temperatura 
zelo malo vpliva na izkoristek PAH; pri višjih temperaturah lahko pride tudi do njihove 
izgube [36].  
1.6.3 Superkritična ekstrakcija  
Pri superkritični ekstrakciji (ang. supercritical fluid extraction, SFE) za ekstrakcijsko 
topilo uporabljamo superkritično tekočino. Slednja nastane, ko snov segrejemo nad njeno 
kritično temperaturo. Gostota superkritične tekočine narašča s tlakom in se približuje 
gostoti čiste tekočine, navadno pa ima 200–400-krat večjo gostoto kot plin. Večja gostota 
omogoča boljšo interakcijo topljenca in topila, zaradi česar so superkritične tekočine 
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dobra topila [37]. Kot topilo se najpogosteje uporablja ogljikov dioksid, ker je cenovno 
ugoden in okolju prijazen, saj v primerjavi z drugimi organskimi topili ne zahteva dragega 
odstranjevanja [26]. Prednost te ekstrakcijske tehnike je, da je hitra, okolju prijazna in 
zahteva majhno porabo topila. S čistim ogljikovim dioksidom ne ekstrahiramo organske 
snovi iz tal tako zlahka kot z organskimi topili, zato ekstrakte, pridobljene s SFE, 
večinoma ni treba čistiti [38]. Slabost SFE je draga oprema, zaradi česar veliko 
laboratorijev raje uporablja druge ekstrakcijske metode [23]. Leta 1996 je US EPA 
standardizirala SFE za ekstrakcijo PAH iz tal, sedimenta, pepela in drugih trdnih vzorcev 
in jo objavila pod oznako »METHOD 3561« (slov. metoda 3561). Za ekstrakcijo dva- in 
tricikličnih PAH se uporablja čisti ogljikov dioksid pri manjši gostoti in nižji temperaturi, 
za manj hlapne PAH pa mešanica ogljikovega dioksida, metanola in vode pri večji gostoti 
in višji temperaturi [39].  
1.6.4 Pospešena ekstrakcija  
Pospešena ekstrakcija (ang. accelerated solvent extraction, ASE) je poznana tudi pod 
imenom ekstrakcija pri povišanem tlaku (ang. pressurized fluid extraction ali pressurized 
liquid extraction).  Pri ASE se uporabljajo topila pri povišani temperaturi (do 200 ºC) in 
tlaku (do 20 MPa). To ekstrakcijo so razvili kot izboljšavo SFE, pri kateri je izkoristek 
precej odvisen od matrice in zahteva uporabo organskih modifikatorjev. Pri visokem tlaku 
je temperatura vrelišča topila višja, zato se lahko ekstrakcijo izvaja pri višji temperaturi. 
Pri visoki temperaturi se poveča topnost analita v topilu, zmanjšajo se privlačne vezi med 
analitom in matrico, hitrejši pa je tudi masni prenos. Poleg tega se viskoznost topila 
zmanjša, zaradi česar topilo lažje prodre v pore matrice [24, 40]. Ker so PAH termično 
stabilni in močno adsorbirani na organsko snov v tleh in sedimentih, dobimo z ASE v 
večini primerov višje izkoristke ekstrakcije kot z drugimi metodami. Vrsta topila in 
temperatura sta najpomembnejša faktorja pri optimizaciji ASE. Podobne  izkoristke pri 
ekstrakciji PAH iz tal in sedimentov so dobili pri izbiri naslednjih topil: aceton, 
diklorometan, aceton-diklorometan, metanol, acetonitril, aceton-heksan, slabše pa pri 
čistem heksanu. Za uspešno ekstrakcijo PAH so potrebne visoke temperature, od 250 do 
300 ºC [10]. Standardizirana metoda 3545A agencije US EPA opisuje pospešeno 
ekstrakcijo organskih spojin iz sedimentov, tal, blata in nekaterih drugih trdnih snovi. 
Priporočena temperatura za ekstrakcijo delno hlapnih organskih spojin v omenjeni metodi 
je 100 ºC, kar pri ekstrakciji PAH iz tal ni dovolj in vodi do nizkih izkoristkov [10, 41]. 
Prednost te ekstrakcije je v hitrosti in nizki porabi topil, slabost pa v visokih stroških 
opreme [40]. Zaradi visoke temperature in tlaka pri ASE ekstrahiramo večjo količino 




Če kot topilo uporabimo vodo, se metoda imenuje ekstrakcija z vodo pri povišanem tlaku 
(ang. pressurized water extraction) ali ekstrakcija s subkritično vodo (subcritical water 
extraction, SWE). SWE kot topilo uporablja vodo pri temperaturi nad normalnim 
vreliščem (100 ºC) in pod kritično temperaturo (374 ºC). Tlak je toliko povišan, da je 
voda v tekočem stanju in ne vre. Ko vodo segrevamo nad 100 ºC pod visokim tlakom, 
postanejo vodikove vezi med molekulami vode šibkejše. Posledica tega je nižja 
dielektrična konstanta in nižja polarnost vode, zaradi česar voda postane bolj 
»hidrofobna« in raztaplja ogljikovodike [10, 26]. Prednost SWE je v tem, da je hitra, 
okolju prijazna (ne uporablja se organskih topil), ekstrakti pa vsebujejo manj interferenc 
kot pri nekaterih drugih metodah. S SWE so v 15 min uspešno ekstrahirali PAH iz tal pri 
250 ºC [10].  
1.6.5 Mikrovalovna ekstrakcija  
Pri mikrovalovni ekstrakciji (ang. microwave assisted extraction, MAE) vzorec s topilom 
segrevamo z mikrovalovi, t. j. elektromagnetnim valovanjem s frekvenco od 300 MHz do 
300 GHz. Zmožnost snovi, da elektromagnetno valovanje pretvori v termično energijo 
(se segreje) vrednotimo s faktorjem, imenovanim tangentna izguba, tanδ. Topila, kot so 
aceton, diklorometan in metanol imajo visoko vrednost tanδ, zaradi česar se hitro 
segrejejo. Nepolarna topila, kot so heksan, benzen in toluen ne absorbirajo mikrovalov, 
zato teh topil z mikrovalovi ne moremo segreti. Ekstrakcija lahko poteka pri 
atmosferskem ali povišanem tlaku [24]. Pri ekstrakciji PAH iz tal in sedimentov se 
uporabljajo diklorometan in aceton [43, 44] ter mešanica heksan:aceton (1:2 ali 1:1, v/v) 
[45], običajno pa traja 20 min [23, 44]. Prednosti MAE v primerjavi s SE sta  nizka poraba 
topila in hitrost. Cena opreme je višja kot pri SE in UE, vendar nižja kot pri ASE in SFE 
[23, 26]. Po ekstrakciji je potrebno čiščenje in koncentriranje ekstraktov. 
1.6.6 Mehansko stresanje  
Mehansko stresanje (ang. mechanical shaking, MS) je preprosta in cenovno ugodna 
tehnika ekstrakcije. Vzorec s topilom postavimo na rotacijski mešalnik ali uporabimo 
magnetno mešalo. Kljub preprostosti in nizki porabi topila se za ekstrakcijo PAH iz tal 
uporablja bistveno manj kot SE in UEA. V literaturi so namreč poročali o nizki 
učinkovitosti ekstrakcije, slabi selektivnosti in težavah pri kvantifikaciji PAH [26]. 
1.6.7 QuEChERS ekstrakcija 
QuEChERS (okrajšava za ang. Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) ekstrakcija 
je metoda, ki je bila prvotno razvita za ekstrakcijo pesticidnih ostankov iz sadja in 
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zelenjave. Ta metoda je hitra, preprosta, cenovno ugodna in zahteva majhno porabo 
topila. Za topilo se običajno uporablja acetonitril. Ta je okolju prijaznejši kot klorirana 
topila, ki se uporabljajo pri nekaterih drugih ekstrakcijskih tehnikah. Pri QuEChERS 
ekstrakciji vzorcu tal najprej dodajo vodo, da dosežejo 80 % vlažnost. Nato dodajo topilo 
acetonitril ter soli magnezijev sulfat in natrijev klorid. PAH se ekstrahirajo v organsko 
fazo, ki jo očistijo s posebno tehniko ekstrakcije na trdno fazo [46]. 
1.6.8 Primerjave med ekstrakcijami 
Narejenih je bilo kar nekaj primerjav različnih metod za ekstrakcijo PAH iz istih vzorcev 
tal. Najučinkovitejša metoda ekstrakcije je tista, pri kateri iz istih (certificiranih ali 
realnih) vzorcev tal ekstrahiramo najvišjo količino PAH [40]. Pri tem avtorji niso dobili 
vedno enakega rezultata, katera ekstrakcijska metoda je najboljša. Pri primerjavi SE, 
MAE in ASE za ekstrakcijo 16 PAH iz tal so avtorji poročali o najnižji meji zaznave in 
kvantifikacije pri SE, o najvišji pa pri ASE. Učinkovitost ekstrakcije je bila odvisna od 
količine organske snovi v vzorcih. Razlika v koncentraciji PAH, ekstrahiranimi s SE, 
MAE in ASE, pri nizkem (0,02 %) deležu organske snovi v tleh ni bila statistično 
pomembna. Bila pa je pri tleh z visokim (1,86 %) deležem organske snovi, kjer je bila 
najučinkovitejša ASE. Pri srednjem deležu organske snovi v tleh (0,55 %) je bila pri šestih 
PAH najučinkovitejša SE, pri ostalih desetih pa ASE. Za najboljšo metodo so izbrali ASE, 
zaradi majhne porabe topila, hitrosti in učinkovitosti [42]. V drugi študiji so primerjali 
SE, UE, SFE in ASE za ekstrakcijo PAH iz manj in bolj kontaminiranih tal. Pri manj in 
bolj kontaminiranih vzorcih se je najbolje izkazala ASE, pri kateri so uporabili mešanico 
aceton:toluen za ekstrakcijsko topilo [47]. V primerjavi učinkovitosti ekstrakcije PAH iz 
certificiranega referenčnega vzorca tal med SE, UE in MS so najboljše rezultate dobili z 
UE in uporabo metanola za topilo [33]. V neki drugi študiji so ugotovili, da je pri 
ekstrakciji PAH iz realnih vzorcev tal UE manj učinkovita kot SE, ASE, MS in SFE. 
Glede na učinkovitost, porabo časa in topila so za najboljši metodi izbrali ASE in SFE. 
SFE je bila edina metoda ekstrakcije, pri kateri avtorjem ni bilo treba uporabiti čiščenja 
ekstraktov [40]. Hawthorne in sodelavci so pri primerjavi SE, ASE, SFE in SWE objavili, 
da je bila za PAH do molekulske mase 178 g/mol najučinkovitejša SWE, za PAH z 
molekulsko maso od 202 g/mol naprej pa ASE. Z uporabo ASE in SE, pri katerih so 
uporabili organska topila, so v ekstraktih dobili več dodatnih spojin, kar kaže na slabšo 
selektivnost ekstrakcijske metode. Z uporabo čistega ogljikovega dioksida pri SFE so 
med ekstrakcijo ekstrahirali najmanj dodatne organske snovi [38].  
Pri primerjavah metod za ekstrakcijo PAH iz tal moramo biti previdni, saj avtorji člankov 
uporabljajo različne vzorce in pogoje, ki niso nujno optimizirani za vsako metodo 
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posebej. Tako so v neki primerjavi ekstrakcije PAH iz vzorcev tal s SE, MAE, ASE in 
SFE zaključili, da je SE najučinkovitejša metoda. Medtem ko so slabši rezultati pri ASE 
in SFE verjetno posledica slabše izbranih pogojev (npr. prenizka temperatura pri ASE) 
[10, 44].  
1.7 Čiščenje ekstrakta  
V nasprotju z ekstrakti tal v bližini industrije ekstrakti tal s kmetijskega zemljišča pogosto 
ne potrebujejo čiščenja (razen v primeru izliva nafte ali odplak). S čiščenjem ekstraktov 
zmanjšamo vsebnost spojin, ki bi lahko motile analizo PAH ali poškodovale kolono pri 
kromatografski analizi. Poleg tega pa lahko tudi skoncentriramo ekstrakt. V ta namen se 
najpogosteje uporabljata kolonska kromatografija in ekstrakcija na trdno fazo [28, 36].   
1.7.1 Ekstrakcija na trdno fazo 
Ekstrakcija na trdno fazo (ang. solid phase extraction, SPE) je postopek, pri katerem se 
spojine iz raztopine sorbirajo na trdno fazo oz. sorbent. Ko SPE uporabljamo kot metodo 
čiščenja ekstrakta, ekstrakt prečrpamo skozi SPE kolono, pri čemer se analiti in druge 
spojine zadržijo na trdnem sorbentu. Nato analite z ustreznim topilom, v katerem so dobro 
topni, eluiramo s sorbenta. Dobljeno raztopino imenujemo eluat; posušimo jo s sušilnim 
sredstvom in jo po potrebi skoncentriramo na manjši volumen [23, 24]. 
Za čiščenje ekstraktov PAH iz tal in sedimentov se najpogosteje uporabljajo različni 
sorbenti, kot so modificiran silikagel z oktadecilnimi (C18) ali oktilnimi (C8) verigami 
in magnezijev silikat (florisil) [13]. V znanstveni literaturi so objavili primerjave različnih 
SPE kolon za čiščenje ekstraktov PAH, pridobljenih iz tal, sedimentov in blata iz čistilnih 
naprav. V starejši študiji iz leta 1995 so dobili najvišje izkoristke s C8 kolono [29], v 
nekaterih drugih, novejših člankih pa s C18 kolono [48, 49]. V znanstveni literaturi 
poročajo tudi o sorbentih iz nanostrukturnih materialov. Med njimi so titanove 
nanopalčke [50] in C18 funkcionalizirani magnetni nanodelci [51]. 
S SPE lahko porabimo veliko časa in topil, zaradi česar se uporabljajo razne modifikacije 
SPE in druge tehnike [52]. Alternativa kolonski SPE je disperzivna ekstrakcija na trdno 
fazo (ang. dispersive solid phase extraction, d-SPE). Uporablja se pri metodi QuEChERS 
za ekstrakcijo PAH iz tal. Pri d-SPE se sorbent ne uporablja kot polnilo v koloni, ampak 
ga dodamo direktno v ekstrakt [28]. Sorbent je sestavljen iz kombinacije magnezijevega 
sulfata in sorbenta PSA (ang. primary and secondary amine) [46]. Še ena od tehnik, ki se 
uporablja za čiščenje ekstraktov tal, je mikroekstrakcija na trdno fazo (ang. solid phase 
microextraction, SPME). S SPME lahko ekstrahiramo spojine brez dodatne uporabe topil 
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pri eluciji, saj ta ni potrebna. Ekstrakcijo namreč opravimo z uporabo vlaken ali cevk, ki 
so prekrite s plastjo sorbenta na zunanji ali notranji strani [24, 52]. Za LMW-PAH je zelo 
uporabna tehnika mikroekstrakcija na trdno fazo s tehniko nadprostora (ang. headspace 
solid phase microextraction, HS-SPME), s katero lahko ekstrahiramo in določimo 
koncentracije hlapnih onesnaževal z minimalno pripravo vzorca ali celo brez nje [10]. 
1.8 Koncentriranje ekstrakta in eluata 
Odparevanje topila se v analiznem postopku uporablja za koncentriranje ekstrakta in  
eluata in pri menjavi topila. V znanstvenih člankih se postopki določitve PAH v tleh glede 
na odparevanje topila nekoliko razlikujejo. Nekateri avtorji uporabijo odparevanje topila 
pri ekstraktu in eluatu, drugi samo pri ekstraktu, tretji pa v nobenem primeru. Ozcan in 
sodelavci so optimizirali ultrazvočno ekstrakcijo iz tal, ki so jim dodali 16 PAH, jih  
ekstrahirali z etil acetatom in ekstrakt očistili s kolonsko kromatografijo. Pri tem so 
odparili del topila v ekstraktu in eluatu in dobili izkoristke vseh 16 PAH nad 90 % [25]. 
V nasprotju z omenjenim člankom so v literaturi pogosto poročali o izgubi LMW-PAH, 
če so tekom analiznega postopka uporabili odparevanje topila. Zato, če je možno,  
analitiki ta korak raje delno ali popolnoma izpustijo [33]. Npr. Baran in sodelavci so 
ekstrakt uparili do suhega, suhi ostanek pa ponovno raztopili v topilu in dobljeno 
raztopino očistili s SPE. Pri SPE so za elucijo uporabili acetonitril. Dobljenega eluata jim 
ni bilo treba uparevati, saj se je mešal z mobilno fazo pri HPLC (acetonitril-voda) [48].  
Z modro izbiro topila pri ekstrakciji in čiščenju ekstraktov se je možno odparevanju topila 
popolnoma izogniti [30]. To lahko dosežemo z izbiro polarnejših topil za ekstrakcijo, kot 
sta aceton in metanol, ki se mešata z vodo. Ekstrakte v nepolarnih topilih je namreč treba 
pred SPE upariti, ker se slabo mešajo z vodo. Olusey in sodelavci so poročali o najvišjih 
izkoristkih, ko so ekstrakte PAH v metanolu razredčili z vodo, da so dobili raztopino PAH 
v metanol:voda (2:3, v/v). To so nato prečrpali preko SPE kolone, za elucijo pa so 
uporabili acetonitril:THF (1:1, v/v). Eluata niso uparili, ker se je mešal z mobilno fazo, 
uporabljeno pri HPLC (acetonitril-voda), in ker so dosegli mejo zaznave brez uparevanja 
[33]. Podobno so objavili Sun in sodelavci, ki so dobili najvišje izkoristke za ekstrakcijo 
PAH iz tal z acetonom. Acetonski ekstrakt so razredčili, da so dobili raztopino PAH v 
aceton:voda (2:3, v/v) in ga očistili s SPE na enak način kot v predhodno omenjenem 
članku. Eluat se je dobro mešal z mobilno fazo, tako da odparevanje topila v eluatu ni 
bilo potrebno [30]. Ker se LMW-PAH med analiznim postopkom deloma izgubijo, je pri 
njihovi točni določitvi koncentracije v realnih vzorcih potrebna korekcija, preračunana 
glede na interni devteriran standard [28, 34]. 
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1.9 Inštrumentalna analiza 
Za določanje PAH v tleh se najpogosteje uporabljata plinska kromatografija (ang. gas 
chromatography, GC) in tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. high 
performance liquid chromatography, HPLC), redkeje pa tudi superkritična tekočinska 
kromatografija [10]. 
1.9.1 Plinska kromatografija  
Pri plinski kromatografiji se kot detektorja pogosto uporabljata plamensko ionizacijski 
detektor (ang. flame ionization detector, FID) in masni spektrometer. Pri uporabi 
slednjega se metoda imenuje plinska kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo 
(ang. gas chromatography-mass spectrometry, GC-MS). FID je univerzalni detektor, 
vendar je manj občutljiv in selektiven kot masni spektrometer. FID ni primeren za analizo 
analitov v sledovih, poleg tega pa je v ekstraktih potrebno temeljito odstraniti 
interference, če želimo zanesljivo kvantifikacijo analitov. Masni spektrometer je bolj 
občutljiv in selektiven, z njim pa lahko zaznamo tudi izotopsko označene PAH. Pogosto 
se uporabljajo kolone s polidimetil-siloksanom in difenil-siloksanom, saj z njimi dobimo 
zadovoljivo ločitev PAH; poleg tega imajo širok temperaturni razpon (od 50 do 320 ºC) 
[28]. Pri kvantifikaciji PAH se pojavijo težave, kadar ni možno ločiti med izomeri PAH, 
saj imajo enako kemijsko strukturo in ionski fragment. Zaradi tega jih masni spektrometer 
ne more razločiti. V zadnjih letih so razvili kolone, ki omogočajo tudi ločbo izomer [53].  
1.9.2 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
Kolone, ki se uporabljajo pri določitvi PAH, so reverzno-fazne, kot je npr. C18. 
Detektorji, ki se najpogosteje uporabljajo, pa so UV detektor, detektor na niz diod (ang. 
diode array detector, DAD) in fluorescenčni detektor (ang. fluorescence detector, FLD). 
UV detektor je manj selektiven kot FLD, zato je za zanesljivo kvantifikacijo treba dobro 
odstraniti interference iz ekstrakta. S FLD dobimo tudi nižje meje zaznave PAH v tleh. 
Za razliko od GC pri HPLC ne pride do uparevanja v injektorju, zato je HPLC primernejša 
metoda za analizo PAH z visoko molekulsko maso oz. temperaturo vrelišča [28, 54]. V 
zadnjem času se uporablja tudi tekočinska kromatografija, sklopljena z masno 
spektrometrijo. Z metodo LC-APLI-MS (ang. liquid chromatography-atmospheric 
pressure laser ionization–mass spectrometry) so avtorji uspešno določili vsebnost šest- 





2 Namen dela 
Namen magistrskega dela je razvoj analizne metode za določitev štirih PAH, naftalena, 
acenaftena, fluorena in fenantrena v tleh. Praktično delo bo zajemalo optimizacijo: 
➢ GC-MS pogojev (temperaturni program, način spiranja siringe), 
➢ ekstrakcije na trdno fazo (izbira najprimernejše kolone, hitrost pretoka, volumen 
eluenta, vpliv odparevanja topila, vpliv segrevanja pri odparevanju topila, vpliv 
prisotnosti acetona ter NaCl) za ekstrakcijo PAH iz DI vode, 
➢ načina priprave kontaminiranih tal, 
➢ ultrazvočne ekstrakcije (čas). 
Določila bom izkoristke ultrazvočne ekstrakcije PAH iz tal ter izkoristke ekstrakcije na 
trdno fazo. Zanima me, kako bo na izkoristke ekstrakcije vplivalo čiščenje ekstraktov tal 
s SPE. Na koncu bom analizirala tudi dva vzorca tal, pri katerih je prišlo do izliva 









3 Eksperimentalni del  
3.1 Seznam uporabljenih kemikalij 
3.1.1 Standardi  
• Naftalen, acenaften, fluoren, fenantren, antracen, piren, fluoranten, »PAH Kit     
610-N«, Supelco, ZDA, p.a. 
3.1.2 Topila 
• Heksan, Riedel-de Haën, Nemčija, GC grade. 
• Aceton, Riedel-de Haën, Nemčija, čistost ≥ 99,8 %. 
• Metanol, J. T. Baker, ZDA, HPLC grade. 
• MQ voda iz Milli-Q Water system, Millipore, ZDA. 
• Deionizirana voda (DI voda). 
3.1.3 Drugi reagenti 
• Brezvodni natrijev sulfat, sušen na 700 ºC. 
• Natrijev klorid, Merck, Nemčija. 
3.2 Aparature in laboratorijska oprema 
 
• Kromatografski sistem s plinskim kromatografom Thermo Scientific Focus GC, 
masnim kvadrupolnim spektrometrom ISQ in avtomatskim vzorčevalnikom 
Thermo Scientific TriPlus RSH proizvajalca Thermo Scientific, ZDA.  
• Kromatografska kolona, DB-624, 30 m × 0,25 mm × 1 µm, Agilent J&W, ZDA. 
• Centrifuga Eppendorf 580R, Nemčija. 
• Analizna tehtnica Mettler Toledo, Švica. 
• Analizna tehtnica, Sartorius Lab instruments GmbH & Co., Nemčija. 
• Vakuumska SPE enota Visiprep, Supelco, ZDA. 
• Vodna črpalka. 
• Ultrazvočna kopel, SONIS 4, Iskra, Slovenija. 
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• Vakuumski koncentrator RVC 2-18 HCl, Christ, Nemčija. 
• Hladilnik (za shranjevanje standardnih raztopin pri 5 ºC), Kirsch. 
• Avtomatske pipete, Proline, Nemčija.  
• Presejalna sita, VEB-Metallweberei, Nemčija. 
• SPE kolone: 
o LC-18, 0,5 g, 5 mL, Supelco, ZDA; 
o LC-18, 1 g, 6 mL, Supelco, ZDA; 
o Oasis HLB 6cc, 150 mg, 5 mL, Waters, ZDA; 
o Supelclean LC-8, 100 mg, 1 mL, ZDA. 
• Filtrirni papir (črni trak), IDL GmbH, Nemčija. 
• Drugo: bučke, čaše, pipete, centrifugirke, večje epruvete za UE, epruvete, 
kapalke, viale, liji, terilnica s pestilom, izparilnica, tehtalne ladjice, steklene 
palčke, urno steklo, keramični lončki, parafilm.  
3.3 Priprava standardnih raztopin 
3.3.1 Priprava osnovnih standardnih raztopin  
Najprej sem pripravila osnovne standardne raztopine naftalena, acenaftena, fluorena, 
fenantrena, antracena, pirena in fluorantena v heksanu z masno koncentracijo približno 
1000 mg/L. Približno 10 mg trdnih standardov sem natehtala v 10 mL bučko in razredčila 
do oznake s heksanom. Iz mas sem preračunala točno masno koncentracijo osnovnih 
standardnih raztopin. Nato sem osnovne standardne raztopine odpipetirala v druge 10 mL 
bučke in dopolnila do oznake s heksanom, tako da sem dobila raztopine s koncentracijo 
50 mg/L. Te raztopine sem uporabila za določitev retencijskih časov omenjenih sedmih 
PAH. Pri nadaljnjem delu sem se osredotočila na štiri PAH: naftalen, acenaften, fluoren 
in fenantren. Kasneje sem po enakem postopku pripravila osnovne standardne raztopine 
naftalena, acenaftena, fluorena in fenantrena v acetonu z masno koncentracijo približno 
1000 mg/L. Z redčenjem teh sem pripravila raztopine PAH v acetonu s koncentracijo 
50 mg/L. Vse standardne raztopine sem hranila v bučkah v hladilniku (okoli 5 ºC). 
3.3.2 Priprava standardnih raztopin za umeritveno premico 
Za umeritvene premice sem si pripravila raztopine naftalena, acenaftena, fluorena in 
fenantrena v heksanu in acetonu. Najprej sem naredila umeritvene premice PAH v 
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heksanu s koncentracijami 2, 3, 4, 5, 10, 20 in 30 mg/L, ki sem jih pripravila z redčenjem 
osnovnih standardnih raztopin. Nato sem si pripravila multikomponentno standardno 
raztopino s koncentracijo 50 mg/L. Z redčenjem te raztopine sem dobila raztopine z nižjo 
koncentracijo. Za eksperimente optimizacije SPE sem si pripravila standardne raztopine 
PAH v heksanu s koncentracijami 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4 in 5 mg/L. Za eksperimente, pri 
katerih sem ekstrakt tal čistila s SPE, sem si pripravila standardne raztopine PAH v 
heksanu s koncentracijami 1, 2, 3, 5, 7,5 in 10 mg/L. Kasneje sem si iz osnovnih 
standardnih raztopin PAH v acetonu pripravila multikomponentno standardno raztopino 
s koncentracijo 50 mg/L PAH v acetonu. Pri eksperimentih, pri katerih nisem uporabila 
SPE in odparevanja, sem si pripravila raztopine z masno koncentracijo 0,25, 0,4, 0,5, 
0,75, 1, 1,5 in 2 mg/L v acetonu. 
3.3.3 Priprava raztopine PAH v deionizirani vodi 
Pred SPE sem si pripravila raztopino naftalena, acenaftena, fluorena in fenantrena v DI 
vodi (0,1 mg/L). 100 µL osnovne standardne raztopine v heksanu (pribl. 1000 mg/L) sem 
odpipetirala v 100 mL bučko in razredčila do oznake z acetonom. Tako sem dobila 
raztopino štirih PAH v acetonu s koncentracijo 1 mg/L. 10 mL te raztopine sem 
odpipetirala v drugo 100 mL bučko in razredčila do oznake z DI vodo. Tako sem dobila 
raztopino štirih PAH v DI vodi s koncentracijo 0,1 mg/L. Da sem dobila raztopino PAH 
v DI vodi s koncentracijo 0,05 mg/L, sem 25 mL te raztopine odpipetirala v 50 mL bučko 
in razredčila do oznake z DI vodo. 
3.3.4 Priprava raztopine PAH v deionizirani vodi z dodatkom NaCl 
V dve 50 mL bučki sem odpipetirala 45 mL raztopine PAH v DI vodi in dodala trdni 
NaCl, tako da sem dobila raztopini, ki sta vsebovali NaCl z masnim deležem 5 in 10 %. 
Maso 45 mL raztopine PAH v DI vodi sem izračunala iz gostote acetona (0,7900 kg/L) 
in gostote vode (0,9982 kg/L) pri 20 ºC, znašala pa je 43,9821 g. Maso dodanega NaCl 
sem izračunala po formuli: 




pri čemer je w(NaCl) masni delež NaCl, m(NaCl) masa dodanega NaCl, m(R) pa masa 
raztopine PAH v DI vodi. V prvo bučko sem dodala 2,3157 g NaCl (masni delež NaCl 
5 %), v drugo bučko pa 4,8869 g NaCl (masni delež NaCl 10 %). 
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3.3.5 Priprava raztopine PAH v deionizirani vodi z dodatkom acetona 
V štiri 50 mL bučke sem odpipetirala 45 mL raztopine PAH v DI vodi. Vanje sem dodala 
aceton, tako da sem dobila raztopine z volumskim deležem acetona 1, 2, 5 in 10 %. 
Volumen dodanega acetona sem izračunala po enačbi: 
𝑉(𝑎𝑐𝑒𝑡𝑜𝑛) =
𝑋(𝑎𝑐𝑒𝑡𝑜𝑛) ∗ 45 𝑚𝐿
𝑋(𝑣𝑜𝑑𝑛𝑎 𝑟𝑎𝑧𝑡𝑜𝑝𝑖𝑛𝑎 𝑃𝐴𝐻)
 , 
v kateri V(aceton) predstavlja volumen dodanega acetona, X(aceton) volumski delež 
acetona, X(vodna raztopina PAH) pa volumski delež raztopine PAH v DI vodi. Dodani 
volumni acetona pri določenem volumskem deležu so predstavljeni v tabeli 2. 
Tabela 2: Volumen acetona, dodanega vodni raztopini PAH pri določenem volumskem 
deležu acetona 
X(aceton) [%] X(vodna raztopina PAH) [%] V(aceton) [mL] 
1 99 0,455 
2 98 0,918 
5 95 2,368 
10 90 5,000 
3.4 Optimizacija GC-MS 
Uporabljala sem plinski kromatograf, sklopljen z masnim spektrometrom, s katerim sem 
kvali- in kvantitativno določila PAH. Pri delu sem uporabljala avtomatski injektor, za 
obdelavo podatkov pa programsko opremo Thermo Xcalibur (Thermo Fischer Scientific, 
ZDA). Uporabljala sem kolono DB-624 z dolžino 30 m, notranjim premerom 0,25 mm in 
debelino filma 1 µm. Masni spektrometer je deloval v načinu snemanja celotnega 
masnega območja (»total ion monitoring«) oz. od 40 do 400 m/z. Ionizacija spojin je 
potekala z elektronsko ionizacijo pri 70 eV, kot nosilni plin pa sem uporabljala helij. Na 
začetku sem injicirala raztopine posameznih PAH v heksanu s koncentracijo 50 mg/L in 
jim določila retencijski čas. Pri pregledu masnega spektra kromatografskega vrha sem 
identificirala posamezni PAH in določila retencijski čas. V tabeli 3 so predstavljeni 






Tabela 3: Fragmenti za identifikacijo PAH 
PAH fragmenti za identifikacijo (m/z)  
naftalen  128 
acenaften 154 
fluoren 166 




3.5 Ekstrakcija PAH na trdno fazo iz DI vode 
Pri ekstrakciji na trdno fazo sem uporabljala vakuumsko SPE enoto Visiprep in vodno 
vakuumsko črpalko. Pred ekstrakcijskim postopkom sem na SPE enoto priključila vodno 
vakuumsko črpalko, da je v komori nastal podtlak. Raztopine PAH sem v kolone nanašala 
z avtomatsko pipeto. Vse poskuse SPE, razen ponovljivosti, sem izvedla z dvema 
paralelkama. Pri določanju ponovljivosti SPE metode sem uporabila šest paralelk. 
3.5.1 Primerjava kolon 
Najprej sem testirala 3 različne kolone: kolono LC-18 (0,5 g polnila, volumen 5 mL), 
kolono Oasis HLB 6cc (150 mg polnila, volumen 5 mL) in kolono Supelclean LC-8 
(100 mg polnila, volumen 1 mL). Koloni C18 in Oasis sem kondicionirala s 5 mL 
metanola in 5 mL MQ, prečrpala 20 mL vodne raztopine PAH (0,1 mg/L) in sprala s 5 mL 
MQ. Pri koloni LC-8 pa sem uporabila 1 mL metanola in 1 mL MQ za kondicioniranje, 
6 mL raztopine PAH in 1 mL MQ za spiranje. Po spiranju z MQ sem nekoliko počakala, 
da se je kolona posušila. Pri vseh sem za elucijo uporabila 3 × 3 mL heksana in eluatom 
dodala trdni Na2SO4, da sem odstranila vodo. Posušene eluate sem prelila v epruvete in 
jih postavila v čašo, napolnjeno z vročo vodo (pribl. temperatura 45 ºC)  Nato sem v toku 
dušika odparila heksan in suhi preostanek raztopila v 0,5 mL heksana.  
3.5.2 Vpliv odparevanja topila 
Pri zgornjem preizkusu sem najvišje izkoristke dobila pri C18 kolonah, s katerimi sem 
izvedla vse nadaljnje poskuse. Zaradi hlapnosti analiziranih PAH sem izvedla ekstrakcijo 
na trdno fazo brez odparevanja topila v eluatu. Kolono sem kondicionirala s 5 mL 
metanola in 5 mL MQ. Potem sem prečrpala 20 mL vodne raztopine PAH in sprala s 
5 mL MQ. PAH sem eluirala s kolone z 2,6 mL heksana in eluatom dodala trdni Na2SO4. 
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Volumen brezvodnega eluata v heksanu je znašal malo manj kot 2 mL, zato sem eluat 
lahko prenesla v 2 mL bučko in dopolnila do oznake.  
3.5.3 Vpliv segrevanja pri odparevanju 
Ker je imelo odparevanje topila velik vpliv na izkoristek PAH, sem izvedla poskus z 
odparevanjem heksana v eluatu, brez segrevanja pri odparevanju. Postopek je bil enak 
temu, ki je opisan v 3.5.1., le da epruvet s posušenim eluatom nisem postavila v čašo z 
vročo vodo, ampak v prazno čašo. 
3.5.4 Vpliv dodatka natrijevega klorida in acetona 
Ovrednotila sem tudi vpliv dodatka NaCl in acetona, ki sem ju dodala v vodno raztopino 
PAH pred ekstrakcijo. Poskus sem izvedla z raztopinama PAH v DI vodi z masnima 
deležema NaCl 5 in 10 % ter raztopinami PAH v DI vodi z volumskim deležem acetona 
1, 2, 5 in 10 %. Potek SPE je bil enak kot pri 3.5.2. 
3.5.5 Prebojni volumen  
Pri SPE metodi je pomemben parameter prebojni volumen. To je volumen vzorca, pri 
katerem se analiti začnejo spirati s sorbenta v koloni. Želela sem preveriti, če se pri 50 mL 
vodnega vzorca PAH že eluirajo s kolone. Potek SPE je bil enak kot pri 3.5.2, le da sem 
prečrpala 50 mL vodne raztopine PAH s koncentracijo 0,05 mg/L. 
3.5.6 Ponovljivost  
Ponovljivost SPE za ekstrakcijo PAH iz DI vode sem izvedla brez odparevanja topila v 
eluatu, in sicer po naslednjem postopku. Kolono sem kondicionirala s 5 mL metanola in 
5 mL MQ ter prečrpala 50 mL vodne raztopine PAH (s koncentracijo 0,1 mg/L). Nato 
sem kolono sprala s 5 mL MQ in eluirala PAH s 3 mL heksana. Eluatom sem dodala 
Na2SO4, nato sem brezvodni eluat v heksanu prenesla v 5 mL bučko in razredčila do 
oznake. Določitve sem izvedla v šestih paralelkah. 
3.6 Ekstrakcija PAH iz tal 
3.6.1 Priprava tal s standardnim dodatkom PAH in sušenjem 
Na začetku sem natehtala 50,0009 g tal, jih pretresla v izparilnico in s kapalko dodala 
10 mL raztopine PAH v heksanu s koncentracijo 50 mg/L. Izparilnico sem do naslednjega 
dne (za pribl. 20 h) postavila v digestorij, da je heksan izparel pri sobni temperaturi. Tako 
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sem dobila tla s teoretično 10 µg PAH/g tal, ki sem jih hranila v zaprti stekleni posodi v 
hladilniku.  
3.6.2 Ultrazvočna ekstrakcija in ekstrakcija na trdno fazo 
Pri vseh poskusih s tlemi sem natehtala 5,0000 ± 0,0015 g tal v večjo epruveto in dodala 
aceton. Zaprto epruveto sem dodatno zatesnila s parafilmom. UE sem izvajala z 
ultrazvočno kopeljo SONIS 4 (Iskra, Slovenija) pri sobni temperaturi. Ekstrakte sem od 
tal ločila s centrifugo Eppendorf 580R. Centrifugiranje je pri vseh eksperimentih trajalo 
10 min, pri 3000 rpm. Centrifugirke, v katere sem prelila ekstrakte, sem pokrila s 
parafilmom. Supernatante sem očistila s SPE postopkom, opisanim v podpoglavju 3.5.6, 
le da sem namesto 50 mL vodne raztopine PAH uporabila ekstrakte, ki sem jim dodala 
različen volumen MQ. Vse poskuse s tlemi sem naredila v vsaj dveh paralelkah. 
3.6.3 Poskusi s tlemi, s standardnim dodatkom PAH in sušenjem 
S tlemi, pripravljenimi po postopku, opisanem v podpoglavju 3.6.1, sem naredila 5 
različnih poskusov. Poteki poskusov so podani v tabeli 4.  
Tabela 4: Poteki poskusov s standardnim dodatkom PAH 
 Odparevanje 
ekstrakta 




1. 2. 3. 4. 5. 
volumen acetona 
[mL] 
10 5 5 5 10 
dolžina UE [min] 20 20 20 30 20 
dodatek MQ ali 
raztopine soli 
12 mL MQ 45 mL MQ 95 mL MQ 5 % NaCl v 
45 mL MQ 
NE 
volumski delež 
acetona v raztopini 
majhen 10 % 5 % 10 % / 
odparevanje v toku 
dušika 
DA, do pribl. 
12 mL 




(0,5 g, 5 mL) 
DA, LC-18 
(0,5 g, 5 mL) 
DA, LC-18,  
(1 g, 6 mL) 
DA, LC-18 
(1 g, 6 mL) 
NE 
 
Pri vseh poskusih sem v večjo epruveto natehtala približno 5 g tal, dodala različne 
volumne acetona in epruveto postavila v ultrazvočno kopel. Ekstrakt sem prenesla v 
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centrifugirko. Pri poskusih s SPE sem ekstraktu dodala MQ oz. raztopino NaCl v MQ. 
Pri prvem poskusu sem ekstraktu dodala 12 mL MQ, po centrifugiranju pa sem 
supernatant odparila v toku dušika do približno 12 mL. Pri tem je odparela večina acetona, 
zato je bil volumski delež acetona majhen. Pri drugem in tretjem poskusu sem ekstraktu 
dodala različen volumen MQ, zamenjala sem tudi kolono pri SPE. Obdržala sem kolono 
s sorbentom C18, vendar sem jo zamenjala s kolono z 1 g polnila in 6 mL volumna. Te 
kolone sem uporabljala pri vseh nadaljnjih poskusih. Pri četrtem poskusu me je zanimalo, 
če podaljšanje UE za 10 min in dodatek soli kaj vplivata na izkoristek UE in SPE. Zato 
sem ekstraktu dodala 45 mL raztopine NaCl v MQ s 5 % masnim deležem soli. Pri 
poskusih 2–4 sem dodala le 5 mL acetona, saj sem zaradi SPE želela, da ga je čim manj. 
Pri petem poskusu sem preizkusila, kako SPE postopek vpliva na izkoristek ekstrakcije 
PAH iz tal. Pri poskusih, kjer sem uporabila SPE, sem pri UE uporabila manjši volumen 
acetona. 
3.6.4 Poskusi s tlemi in svežim standardnim dodatkom PAH 
Pri poskusih s tlemi s standardnim dodatkom in sušenjem sem dobila nizke izkoristke, 
zato sem poskuse izvedla še s tlemi, ki sem jim tik pred UE dodala PAH. S tako 
pripravljenimi tlemi sem naredila štiri poskuse. Njihovi poteki so predstavljeni v tabeli 5. 
Pri vsakem poskusu sem v večjo epruveto natehtala približno 5 g tal, dodala 50 µg PAH 
in premešala, da so se analiti čim bolj enakomerno porazdelili. Tako sem dobila tla s 
teoretično 10 µg PAH/g tal. Pri poskusu z oznako 6, pri katerem nisem uporabila SPE, 
sem v končnem ekstraktu opazila drobne delce tal. Zato sem pri prvi paralelki supernatant 
prefiltrirala čez filtrirni papir (črni trak), pri drugi pa ne. S tem sem preverila, če uporaba 
filtrirnega papirja vpliva na izkoristke UE. Ker med paralelkama ni bilo večje razlike, 
sem filtrirni papir uporabljala še naprej pri poskusih, pri katerih nisem uporabljala SPE.  
Tabela 5: Poteki poskusov s svežim dodatkom PAH z 10 µg PAH/g tal 
zaporedna številka 
poskusa 
6. 7. 8. 9. 
volumen acetona 
[mL] 
10 5 5 10 
dolžina UE [min] 20 20 20 30 
dodatek MQ [mL] NE 45 100 NE 
filtriranje 
supernatanta 
DA, črni trak NE  NE DA, črni trak 
SPE (uporabljena 
kolona)  
NE  DA, LC-18,   
(1 g, 6 mL) 
DA, LC-18,   




Z naslednjimi poskusi z oznako 10–12 sem določila učinkovitost same ultrazvočne 
ekstrakcije PAH iz tal. To sem naredila s tlemi z nižjimi koncentracijami PAH. Poteki teh 
poskusov so zbrani v tabeli 6. Približno 5 g tal v večji epruveti sem dodala PAH in aceton 
ter epruveto postavila v ultrazvočno kopel. Supernatante sem prefiltrirala čez filtrirni 
papir v 10 mL bučko in razredčila do oznake z acetonom.  




10. 11. 12. 
masa dodanih 
PAH [µg] 
10 10 5 
masa PAH/g 
tal 
2 µg PAH/g tal 2 µg PAH/g tal 1 µg PAH/g tal 
volumen 
acetona [mL] 
6 10 10 
dolžina UE 
[min] 
20 20 20 
3.6.5 Ponovljivost ultrazvočne ekstrakcije 
Ponovljivost UE sem določila pri 2 µg PAH/g tal s šestimi paralelkami. Približno 5 g tal 
sem dodala 10 µg PAH, premešala in dodala 10 mL acetona. Vsako paralelko sem za 
20 min postavila v ultrazvočno kopel in za 10 min v centrifugo. Supernatant sem 
prefiltrirala čez filtrirni papir (črni trak) v 10 mL bučko in razredčila do oznake z 
acetonom. 
3.7 Vzorci tal 
Analizirala sem dva vzorca tal, kjer je prišlo do izliva dizelskega goriva, z oznako A in 
B. Vsebovala sta tla, pomešana z manjšimi kamni in vejicami. 
Pri vzorcu B sem tla prenesla v terilnico, odstranila vse druge predmete (kamne itd.) in 
jih s pestilom strla v manjše kose. Dobljena tla sem presejala čez dve siti, najprej čez sito 
s premerom lukenj 2 mm in nato še 0,40 mm. Približno 5 g tal sem natehtala v večjo 
epruveto v dveh paralelkah. Vsaki sem dodala 10 mL acetona in ju postavila v ultrazvočno 
kopel za 20 min. Ekstrakt sem 10 min cetrifugirala in supernatant prefiltrirala skozi črn 
trak. Tega sem v bučki z acetonom razredčila na 10 mL in ga analizirala z GC-MS. 
Na enak način sem postopala tudi pri prvi paralelki vzorca A. Pri drugi paralelki me je 
zanimalo, kako na ekstrakt vpliva čiščenje s SPE. Po centrifugiranju in filtriranju sem 
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dobila približno 8 mL acetonskega ekstrakta. 5 mL tega sem odpipetirala v 50 mL  bučko 
in razredčila do oznake z MQ (to sem lahko naredila, ker me je zanimala le kvalitativna 
določitev PAH, ne pa tudi kvantitativna). Dobljeno raztopino sem nanesla na SPE kolono 
(LC-18, 6 mL, 1 g polnila). Uporabila sem postopek, ki je opisan v podpoglavju 3.5.2, pri 
čemer sem namesto 20 mL raztopine PAH uporabila 50 mL raztopino vzorca. 2 mL eluata 
v heksanu sem analizirala z GC-MS.  
Pri obeh vzorcih sem določila tudi vsebnost vlage v tleh, tako da sem keramični lonček z 
vzorcem tal postavila v sušilnik na 105 ºC za 1 h. Vroče lončke sem čez noč postavila v 
eksikator in ohlajene naslednji dan stehtala. Vsebnost vlage sem izračunala po formuli:  
𝑣𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑣𝑙𝑎𝑔𝑒 [%] =
𝑚(𝐿𝑇 𝑝𝑟𝑒𝑑 𝑠𝑢š𝑒𝑛𝑗𝑒𝑚) − 𝑚(𝐿𝑇 𝑝𝑜 𝑠𝑢š𝑒𝑛𝑗𝑢)
𝑚(𝑡𝑎𝑙)
∗ 100 , 
pri čemer LT označuje lonček s tlemi.  
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4 Rezultati in razprava  
4.1 Optimizacija metode GC-MS  
Za optimizacijo ločbe sem injicirala raztopine posameznih PAH s koncentracijo 50 mg/L. 
Na začetku sem uporabila temperaturni program: 4 min na 55 ºC, 10 ºC/min do 260 ºC, 
20 min na 260 ºC. Pri teh pogojih je imel naftalen retencijski čas 21,8 min, zato sem 
postopoma povečevala hitrost segrevanja. Ko sem hitrost segrevanja povečala na 
15 ºC/min, je bil retencijski čas naftalena 17,7 min. Pri hitrosti segrevanja 20 ºC/min sta 
bila retencijska časa 15,5 min za naftalen in 19,0 min za acenaften.  Na koncu sem izbrala 
hitrost segrevanja 25 ºC/min. Končna metoda je imela naslednje pogoje: 4 min na 55 ºC, 
25 ºC/min do 260 ºC, 26 min na 260 ºC. Retencijski časi sedmih PAH so podani v tabeli 
7. Za nadaljnje eksperimente sem izbrala štiri PAH: naftalen, acenaften, fluoren in 
fenantren. Ostali trije imajo visoko temperaturo vrelišča in so premalo hlapni, zato bi 
bistveno podaljšali čas analize. Ker je bil retencijski čas fenantrena pri 24 min, sem lahko 
skrajšala končni čas segrevanja kolone pri 260 ºC na 14 min. Končni pogoji pri GC-MS 
za izbrane štiri PAH so prikazani v tabeli  8. Kromatogram štirih izbranih PAH je prikazan 
na sliki 2. 
Tabela 7: Retencijski časi PAH 














Tabela 8: Pogoji GC-MS za izbrane štiri PAH 
temperaturni program za izbrane 
4 PAH 
4 min na 55 ºC, 25 ºC/min do 260 ºC, 14 min na 
260 ºC 
volumen in tehnika injiciranja 1µl, »splitless« 
temperatura injektorja  260 ºC 
pretok helija skozi kolono  stalen pretok, 1 mL/min 
temperatura vmesnika GC-MS 260 ºC 
 
 
Slika 2: Kromatogram naftalena, acenaftena, fluorena in fenantrena v heksanu s 
koncentracijo 30 mg/L 
Na sliki 3, 4 in 5 so prikazani kromatogrami ostalih PAH: antracena, fluorantena in pirena 




Slika 3: Kromatogram antracena v heksanu s koncentracijo 50 mg/L 
 


































Slika 5: Kromatogram pirena v heksanu s koncentracijo 50 mg/L 
Uporabljala sem naslednji način spiranja siringe: 1-kratno spiranje s heksanom pred 
injiciranjem (oz. z acetonom, ko sem analizirala ekstrakte ali standardne raztopine PAH 
v acetonu) in 2-kratno spiranje z acetonom po injiciranju.  
4.2 Umeritvene premice 
4.2.1 Standardne raztopine v heksanu 
Najprej sem naredila umeritvene premice PAH v heksanu z masnimi koncentracijami 
standardnih raztopin 2–30 mg/L. Vsako raztopino sem injicirala trikrat in za izračun 
uporabila povprečne ploščine. Relativni standardni odmiki ploščin kromatografskih 
vrhov pri trikratnem injiciranju so za vse koncentracije standardnih raztopin znašali pod 
5 %. Kvadrat korelacijskega koeficienta R2 je bil za vse štiri PAH višji od 0,995, zato sem 
zaključila, da je metoda v izbranem koncentracijskem območju linearna. Za nadaljnje 
poskuse sem potrebovala umeritvene premice pri nižjih koncentracijah, zato sem na enak 
način naredila še umeritvene premice s koncentracijami standardnih raztopin 0,5, 1, 2, 3, 
4 in 5 mg/L. Na grafu 1 so prikazane umeritvene premice v območju 0,5–5 mg/L, dobljene 
s trikratnim injiciranjem. Tudi pri slednjih je bil R2 višji od 0,995. Ponovljivost sem 
določila na enem koncentracijskem nivoju, tako da sem osemkrat injicirala raztopino z 



















Graf 1: Umeritvene premice PAH v heksanu v območju 0,5–5 mg/L 
Tabela 9: Relativni standardni odmik (RSD) ploščin vrhov PAH v heksanu s 
koncentracijo 1 mg/L 






Kasneje sem med delom opazila, da pri injiciranju enakih raztopin (oz. z enako 
koncentracijo PAH) ploščine kromatografskih vrhov nihajo med dnevi, zato sem morala 
umeritvene premice ponavljati. Na nihanje ploščin kromatografskih vrhov vpliva več 
dejavnikov; mednje spadajo pulziranje črpalke ter nihanja v temperaturi in injiciranju 
raztopin. Vsak dan sem najprej naredila umeritveno premico z enkratnim injiciranjem 
šestih standardnih raztopin. Koncentracije PAH v vzorcih sem preračunala glede na 
umeritvene premice v tistem dnevu. Če sem ugotovila, da se ploščine vrhov pri istih 
koncentracijah niso spremenile od prejšnjih, sem koncentracije PAH preračunala glede 
na zadnje umeritvene premice. Ko sem opazila, da so se ploščine vrhov bistveno 
spremenile, sem naredila kalibracijo masnega spektrometra. Kvadrati korelacijskih 
koeficientov umeritvenih premic z enkratnim injiciranjem so bili nad 0,99. 
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Med optimizacijo SPE sem uporabljala umeritvene premice v območju 0,25–4 mg/L in 
1–10 mg/L v heksanu. Na grafu 2 so prikazane umeritvene premice PAH v heksanu, 
dobljene z enkratnim injiciranjem, v območju 0,25–4 mg/L, v tabeli 10 pa enačbe premic 
in kvadrati korelacijskega koeficienta R2 istih umeritvenih premic. Graf 3 prikazuje 
premice v območju 1–10 mg/L, pripadajoče enačbe premic in R2  pa tabela 11.  
 
Graf 2: Primer umeritvenih premic PAH v heksanu v območju 0,25–4 mg/L 
Tabela 10: Enačba premice in kvadrat korelacijskega koeficienta umeritvenih premic za 
PAH v heksanu v območju 0,25–4 mg/L 
 enačba premice kvadrat korelacijskega koeficienta R2 
naftalen y = 3,0 × 108x – 1,0 × 107 0,999 
acenaften y = 3,3 × 108x – 3,2 × 106 0,9995 
fluoren y = 3,5 × 108x – 2,9 × 107 0,9996 





Graf 3: Primer umeritvenih premic PAH v heksanu v območju 1–10 mg/L 
Tabela 11: Enačba premice in kvadrat korelacijskega koeficienta umeritvenih premic za 
PAH v heksanu v območju 1–10 mg/L 
 enačba premice kvadrat korelacijskega koeficienta R2 
naftalen y = 3,8 × 107x – 4,1 × 106 0,9999 
acenaften y = 4,3 × 107x – 1,1 × 107 0,9953 
fluoren y = 4,1 × 107x – 9,5 × 106 0,9988 
fenantren y = 3,9× 107x – 9,4 × 106 0,9976 
  
4.2.2 Standardne raztopine v acetonu 
V poskusih ultrazvočne ekstrakcije PAH iz tal sem dobila ekstrakte PAH, raztopljene v 
acetonu. Naredila sem umeritvene premice za PAH v acetonu v območju 0,25–2 mg/L, s 
sedmimi točkami. Vsako raztopino sem injicirala trikrat in pri izračunu uporabila 
povprečno ploščino. Premice so prikazane na grafu 4, pripadajoče enačbe premic in R2 
pa v tabeli 12. V tabeli 13 so prikazani relativni standardni odmiki (RSD) ploščin 





Graf 4: Umeritvene premice PAH v acetonu v območju 0,25–2 mg/L 
Tabela 12: Enačba premice in kvadrat korelacijskega koeficienta umeritvenih premic za 
PAH v acetonu v območju 0,25–2 mg/L 
 enačba premice kvadrat korelacijskega koeficienta R2 
naftalen y = 1,9 × 108x – 6,4 × 105 0,9992 
acenaften y = 2,1 × 108x – 4,1 × 106 0,999 
fluoren y = 1,9 × 108x – 4,7 × 106 0,9992 
fenantren y = 1,7 × 108x – 3,9 × 107 0,9989 
 
Tabela 13: Relativni standardni odmik (RSD) ploščin vrhov pri injiciranju standardnih 
raztopin PAH v acetonu 
 naftalen acenaften fluoren fenantren 
koncentracija 
[mg/L] 
RSD [%] RSD [%] RSD [%] RSD [%] 
0,25 3,0 4,6 1,9 1,4 
0,4 0,91 3,7 2,3 3,1 
0,5 0,55 1,0 2,8 0,87 
0,75 0,63 1,1 1,5 2,3 
1 1,1 2,5 1,7 1,0 
1,5 0,82 0,45 0,34 0,17 




Na enak način kot pri premicah v heksanu sem umeritvene premice ponavljala. Na 
začetku dneva sem naredila umeritveno premico PAH v acetonu s šestimi 
koncentracijami: 0,25, 0,4, 0,5, 0,75, 1 in 2 mg/L, tako da sem enkrat injicirala standardne 
raztopine. Vsi rezultati za vzorce so preračunani glede na umeritveno premico v tistem 
dnevu (oz. glede na zadnjo umeritveno premico, če se ploščine niso spremenile od 
prejšnjih).  
4.3 Optimizacija ekstrakcije na trdno fazo 
4.3.1 Primerjava kolon 
Z uporabo kolone LC-18 so se v prvem eluatu (3 mL v heksanu) eluirali vsi štirje PAH, 
v drugem in tretjem eluatu pa PAH ni bilo. Pri Oasis HLB in LC-8 v nobenem od eluatov 
ni bilo naftalena. Pri uporabi kolone Oasis HLB sta bila fluoren in fenantren tudi v drugem 
eluatu. Na grafu 5 so prikazani izkoristki posameznih PAH v prvem eluatu. Kot je 
razvidno z grafa, sem najboljše rezultate za vse analite dobila s kolono LC-18. Izkoristke 
sem izračunala tako, da sem delila dobljeno masno koncentracijo PAH v eluatu s 
teoretično in množila s 100. Podani izkoristki na vseh grafih so povprečni izkoristki dveh 
paralelk. 
 
Graf 5: Izkoristki SPE v prvem eluatu z uporabo različnih kolon 
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Na podlagi rezultatov sem izbrala kolono LC-18 in z njo izvedla vse nadaljnje poskuse. 
Zaključila sem, da je 3 mL heksana dovolj za elucijo, saj v drugem in tretjem eluatu ni 
bilo PAH. 
4.3.2 Pretok vzorca skozi kolono 
Tekom optimizacije sem preizkusila več različnih pogojev, ki vplivajo na izkoristek SPE. 
Ugotovila sem, da pretok vzorca precej vpliva na izkoristke ekstrakcije, saj sem tekom 
optimizacije preizkušala različne hitrosti pretoka. Na začetku je bil pretok prehiter, zato 
sem dobila slabše izkoristke. Višje izkoristke sem dobila v primeru, ko je bil pretok čez 
cel SPE postopek enak in je bila vodna raztopina PAH dovolj časa v stiku s sorbentom. 
Pazila sem, da se med kondicioniranjem kolona ni posušila. Pri eluciji sem heksan najprej 
nalila v kolono in počakala, da so nehali izhajati mehurčki. Nato sem pustila heksan v 
stiku s sorbentom še naslednjih 30 s, potem pa nadaljevala z elucijo. Za najboljše so se 
izkazali spodaj našteti pogoji, ki sem jih uporabila pri vseh naslednjih SPE postopkih.  
• Pretok pri vodni raztopini PAH: 1,25 mL/min. 
• Pretok pri eluciji s heksanom: 1 mL/min. 
• Podtlak v komori: pod 60 kPa. 
Na grafu 6 je prikazana primerjava izkoristkov SPE, pri čemer sem uporabila vodno 
raztopino PAH pri dveh različnih pretokih.  
 
Graf 6: Izkoristki SPE pri dveh različnih pretokih 
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4.3.3 Odparevanje topila iz eluata 
Pri optimalnih pogojih pretoka sem naredila več različnih poskusov, ki so opisani v 
poglavju 3.5. Najprej sem ovrednotila vpliv odparevanja topila iz eluata na izkoristke 
SPE, rezultati pa so zbrani v grafu 7. V prvem poskusu sem eluat uparila do suhega pri 
povišani temperaturi. Pri tem so bili eluati v epruvetah, ki so bile potopljene v vroči vodi 
(približno 45 ºC). Suhi ostanek sem raztopila v 0,5 mL heksana. Izkoristki so bili nizki, 
še posebej za bolj hlapna PAH, naftalen (7,2 %) in acenaften (33,0 %). Naftalen je hlapna 
organska spojina, kar je razlog za nizek izkoristek. Najvišji izkoristek sem dobila za 
fenantren, ki je najmanj hlapen. Ker sem na tak način dobila nizke izkoristke, sem SPE 
postopek izvedla brez odparevanja heksana, eluat pa sem razredčila v bučki na končni 
volumen. Pri tem so se izkoristki bistveno povečali; znašali so 79,9 % za naftalen, 81,5 % 
za acenaften, 86,1 % za fluoren in 84,5 % za fenantren. Brez odparevanja topila sem 
dobila podobne izkoristke za vse štiri PAH, za razliko od poskusa z odparevanjem, kjer 
so se izkoristki med analiti precej razlikovali (7,2 % za naftalen in 70,3 % za fenantren). 
Zanimalo me je tudi, kakšen je vpliv temperature med odparevanjem. Pri sobni 
temperaturi (približno 23 ºC) sem dobila višji izkoristek pri naftalenu za 15,8 %, pri 
acenaftenu za 21,6 %, pri fluorenu za 9,5 % in pri fenantrenu za 15,4 %. Odparevanje pri 
sobni temperaturi v primerjavi s poskusom brez odparevanja skoraj nič ne vpliva na 
izkoristek za fenantren, ki v prvem primeru znaša 85,7 %, v drugem pa 84,5 %. Iz 
rezultatov poskusov, pri katerih sem uporabila odparevanje, je razvidno, da ima ta tem 
bolj negativen vpliv, čim hlapnejši je analit. Tudi višja temperatura pri odparevanju zniža 
izkoristke SPE. Večina člankov ne poroča o uporabi povišane temperature pri 
odparevanju topila, nekateri avtorji pa odsvetujejo odparevanje topila do suhega. 




Graf 7: Vpliv odparevanja topila iz eluata na izkoristek SPE 
4.3.4 Dodatek NaCl in acetona v raztopino PAH 
Dodatek soli, kot je natrijev klorid, lahko poviša izkoristke SPE metode za organske 
analite. Ti so v solni raztopini manj topni in se raje sorbirajo na C18 sorbent. Na grafu 8 
so zbrani izkoristki ekstrakcije PAH iz DI vode, ki sem ji dodala natrijev klorid. Za 
primerjavo so prikazani tudi izkoristki brez dodatka NaCl. Izkazalo se je, da NaCl ne 
vpliva bistveno na izkoristke SPE. Izkoristki so precej podobni in se gibajo v območju 
80,7–89,1 %. Presenetljivo sem za vse PAH pri 10 % raztopini NaCl dobila slabše 
rezultate kot pri 5 % raztopini NaCl. Za naftalen, fluoren in fenantren sem dobila najvišje 
izkoristke z masnim deležem NaCl 5 %. Za acenaften sem dobila najvišji izkoristek pri 
vodni raztopini PAH, brez dodatka NaCl. Ker NaCl ni imel pomembnega vpliva na 




Graf 8: Vpliv dodatka NaCl v raztopino PAH na izkoristek SPE 
Na grafu 9 so prikazani izkoristki SPE, ko sem vodni raztopini PAH dodala aceton. Pri 
ultrazvočni ekstrakciji PAH iz tal sem uporabljala aceton, zato me je zanimalo, kako delež 
organskega topila v vodi vpliva na izkoristek SPE. Z grafa 9 je razvidno, da izkoristek za 
vse štiri PAH pada, ko delež acetona narašča od 2 do 10 %. Aceton je najbolj znižal 
izkoristek fenantrenu; izkoristek pri 10 % acetona znaša 39,6 %, v primerjavi z 83,9 %, 
ko v vodni raztopini ni bilo acetona. Najmanjši vpliv je imel aceton na izkoristek 
naftalena, izkoristek pri 10 % acetona je znašal 52,0 %. Padec v izkoristkih je bil 
pričakovan, saj so PAH v acetonu dobro topni, kar poslabša njihovo sorpcijo na površino 
ali v pore sorbenta v koloni. Presenetljivi so nizki izkoristki pri 1 % acetona, saj so za vse 
štiri PAH nižji kot pri 2 %. To je lahko posledica eksperimentalne napake. Rezultati 
kažejo na to, da prisotnost organskega topila poslabša izkoristke SPE metode. V takem 
primeru je najbolje odpariti čim več organskega topila. Odparevanje topila pa žal pomeni 




Graf 9: Vpliv dodatka acetona v raztopino PAH na izkoristek SPE 
4.3.5 Prebojni volumen 
Prisotnost organskega topila v raztopini in odparevanje topila iz eluata sta znižala 
izkoristke SPE. Če hočemo znižati delež organskega topila, lahko raztopini analitov v 
organskem topilu dodamo več vode. Pri tem je potrebno paziti, da ne presežemo 
prebojnega volumna. Povprečni izkoristki pri določitvi prebojnega volumna s 50 mL 
raztopine so prikazani na grafu 10. Med primerjavo ostalih izkoristkov, kjer sem 
uporabila 20 mL vodne raztopine PAH, sem ugotovila, da se ti ne razlikujejo veliko. Zato 
sem zaključila, da se pri 50 mL PAH še ne spirajo s kolone. Ponovljivost SPE metode za 




Graf 10: Izkoristki SPE s 50 mL vodne raztopine PAH 
4.3.6 Ponovljivost ekstrakcije na trdno fazo 
V tabeli 14 so zbrani povprečni izkoristki in relativni standardni odmiki (ang. relative 
standard deviation, RSD)  šestih paralelk. Povprečni izkoristki za SPE postopek znašajo 
za naftalen 82,9 %, acenaften 89,4 %, fluoren 90,1 % in fenantren 93,7 %. Ponovljivost 
SPE-GC-MS metode znaša za vse analite pod 10 %. 





naftalen 82,9  8,3 
acenaften 89,4 6,8 
fluoren 90,1 8,7 
fenantren 93,7 4,3 
4.4 Ultrazvočna ekstrakcija 
4.4.1 Tla s standardnim dodatkom PAH in sušenjem 
Tla s standardnim dodatkom PAH in sušenjem označujejo tla, ki sem jih po dodatku PAH 
čez noč pustila v digestoriju. Pet različnih poskusov, ki sem jih naredila s tako 
pripravljenimi tlemi, je opisanih v podpoglavju 3.6.3 in tabeli 4. Rezultati teh poskusov 
so zbrani v grafu 11, v katerem so tudi oznake zaporednih številk poskusov iz tabele 4. 
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Najprej sem naredila poskus z ultrazvočno ekstrakcijo, odparevanjem ekstrakta in SPE. 
Izkoristki so bili precej nizki, zlasti za bolj hlapna naftalen (2,7 %) in acenaften (28,7 %), 
nekoliko višji pa za fluoren (49,8 %) in fenantren (58,8 %). Ker sem sklepala, da so nizki 
izkoristki posledica odparevanja topila iz ekstrakta, sem naredila drugi poskus. Pri 
drugem poskusu acetona nisem odparila, ampak sem dodala 45 mL MQ in nato naredila 
še SPE. Presenetljivo so bili izkoristki za acenaften, fluoren in fenantren nižji kot pri 
prvem poskusu in so znašali 14,9 %, 21,3 % in 18,3 %. Sklepala sem, da je aceton, ki je 
bil prisoten v vodni raztopini PAH, znižal izkoristke SPE. Pri tretjem poskusu sem dodala 
več MQ (95 mL). Toda to ni vplivalo na izkoristke SPE, saj so bili zelo podobni tem pri 
drugem poskusu. Pri četrtem poskusu me je zanimalo, ali bosta dodatek NaCl in 
podaljšanje UE za 10 min pozitivno vplivala na izkoristke ekstrakcije. Ne glede na 
volumski delež acetona v vodni raztopini PAH, dodatek NaCl in čas UE (20 ali 30 min) 
so bili izkoristki zelo podobni. Rezultati drugega, tretjega in četrtega poskusa so zelo 
podobni in kažejo na to, da prisotnost acetona vodi do izgub PAH med SPE postopkom. 
Pri čiščenju ekstrakta s SPE sem najvišje izkoristke dobila, če sem v ekstraktu odparila 
čim več acetona (poskus 1). Vendar tudi v tem primeru izkoristki niso bili zadovoljivi 
(2,7–58,8 %). Zato sem preverila, kakšen je izkoristek UE brez čiščenja ekstrakta (poskus 
5). Brez SPE sem dobila višje izkoristke, in sicer 44,6 % za acenaften, 65,4 % za fluoren 
in 81,2 % za fenantren. Ti rezultati kažejo, da SPE postopek negativno vpliva na 
izkoristke, saj so ti nižji pri prvih štirih poskusih, kjer sem uporabila SPE. Odparevanje 
acetona in njegova prisotnost v ekstraktu znižata izkoristek ekstrakcije PAH iz tal. Kažejo 
pa tudi na to, da je nekaj acenaftena in fluorena izhlapelo skupaj s heksanom, ko je bila 
izparilnica čez noč v digestoriju. Izkoristki naftalena so bili pri vseh petih poskusih nizki 
in zelo podobni (2,7–3,1 %), ne glede na to, ali sem uporabila SPE postopek ali ne. To 
kaže na to, da je večina naftalena izhlapela skupaj s heksanom med pripravo tal za 
poskuse. Izkoristek fenantrena pri sami UE (poskus 5) je znašal 81,2 %, iz česar je 
razvidno, da pri tem analitu ne pride do takšne izgube kakor pri bolj hlapnih treh.  
Rezultati poskusov s tlemi, ki so vsebovala standardni dodatek PAH, kažejo, da pri 
pripravi tal pride do izhlapevanja topila in analitov. Nizke izkoristke so dobili tudi 
Sawada in sodelavci, ki so tlem dodali PAH v acetonu in aceton odparili v rotacijskem 
evaporatorju. Tako so dobili tla z 10 µg PAH/g tal. Tla so sušili v digestoriju še dva dni, 
nato so ekstrahirali analite z enourno UE, pri čemer ekstraktov niso očistili, ampak samo 
prefiltrirali. Izkoristka za fluoren in fenantren sta znašala okoli 30 %, naftalena pa v 





Graf 11: Izkoristki ultrazvočne ekstrakcije iz tal s standardnim dodatkom PAH in 
sušenjem 
4.4.2 Tla s svežim standardnim dodatkom PAH 
Zaradi izhlapevanja PAH pri pripravi tal sem naredila še eksperimente s standardnim 
dodatkom analitov tik pred ultrazvočno ekstrakcijo. Na grafu 12 so predstavljeni 
izkoristki ultrazvočne ekstrakcije PAH iz tal z 10 µg PAH/g tal, brez in s SPE. V legendi 
grafa so tudi zaporedne številke poskusov, njihov potek pa je opisan v podpoglavju 3.6.4.   
Najprej sem preverila izkoristke UE brez čiščenja ekstrakta s SPE. Izkoristki same 
ultrazvočne ekstrakcije so znašali 74,8–90,4 %, kar kaže na to, da je uspešna. V nasprotju 
so izkoristki UE iz tal s predhodnim standardnim dodatkom znašali 3,1–81,2 %, zato sem 
zaključila, da način priprave kontaminiranih tal bistveno vpliva na izkoristek ekstrakcije 
PAH. Način priprave kontaminiranih tal, kot je opisan v 3.6.2, ni primeren za hlapne 
PAH, saj izhlapevajo skupaj s heksanom.  
V nadaljevanju me je zanimalo, kako na izkoristek ekstrakcije PAH iz tal s svežim 
dodatkom vpliva SPE postopek (poskusa 7 in 8). Pri tem sem želela uporabiti čim manjši 
volumen acetona pri UE, saj sem korak odparevanja topila izpustila. Za UE sem uporabila 
5 mL acetona, ekstraktom pa sem dodala toliko vode, da sem dobila raztopino z 
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volumskim deležem acetona 10 in 6,5 %. V obeh primerih je bilo v eluatu manj kot 20 % 
PAH, glede na količino, dodano na začetku. Tudi pri poskusih s standardnim dodatkom, 
sušenjem in SPE (poskusi 2–4) so bili izkoristki okoli 20 % ali manj. Iz tega je razvidno, 
da je pri SPE postopku prišlo do precejšnjih izgub PAH. Eden od razlogov je verjetno 
nizek volumen acetona pri UE, saj pri majhnem razmerju volumen ekstrakcijskega 
topila/masa tal lahko pride do nepopolne ekstrakcije [25]. Pri vseh poskusih, pri katerih 
sem uporabila SPE, sem 5 g tal dodala le 5 mL acetona. Uporaba manjšega volumna topila 
pri UE je verjetno vodila do slabše ultrazvočne ekstrakcije kot pri 10 mL acetona. Drugi 
razlog je prisotnost acetona pri SPE, saj prisotnost organskega topila poslabša njeno 
učinkovitost. Pri tem se pokaže problem, ker višji volumen acetona zviša izkoristek UE, 
hkrati pa zniža izkoristek SPE. To bi lahko rešilo odparevanje topila v ekstraktu, žal pa 
ta korak vodi do izgub. Tretji razlog bi lahko bil, da se med UE koekstrahirajo spojine, ki 
motijo, oslabijo ali onemogočijo sorpcijo PAH na sorbent. Pri poskusu 8 sem imela nekaj 
težav z mašenjem kolone med SPE. Poskus sem ponovila še s filtriranjem supernatanta, 
vendar sem imela tudi v tem primeru težave z mašenjem in počasnejšim pretokom kot 
običajno. Preverila sem tudi, ali podaljšanje UE na 30 min poveča izkoristke (poskus 9). 
Izkazalo se je, da podaljšanje časa ne vpliva bistveno na izkoristke same ultrazvočne 
ekstrakcije, zato so na grafu 11 predstavljeni le rezultati 20-minutne UE. V naslednjih 
eksperimentih sem ohranila 20-minutno ultrazvočno ekstrakcijo. 
 
Graf 12: Izkoristki ultrazvočne ekstrakcije iz tal z 10 µg PAH/g tal 
45 
 
Želela sem preizkusiti, kako učinkovita je sama ultrazvočna ekstrakcija, če 5 g tal dodam 
manj kot 10 mL topila. Ker sem s tlemi z 10 µg PAH/g tal dobila dobre izkoristke, sem 
hotela preveriti še rezultate pri nižjih koncentracijah PAH v tleh. Zato sem približno 5 g 
tal z 2 µg PAH/g tal dodala 6 mL acetona. Za primerjavo sem v drugem primeru dodala 
10 mL acetona. Rezultati so prikazani na grafu 13. Izkoristki UE s 6 mL acetona so znašali 
56,7–64,6 %. Bili so nižji od teh, dobljenih z 10 mL acetona, ki so znašali 75,1–87,3 %. 
Slabše izkoristke pri manjšem volumnu topila pri UE so dobili tudi Ozcan in sodelavci 
[25]. S tem sem potrdila domnevo, da uporaba manjšega volumna topila pri UE vodi do 
manjših izkoristkov. To je eden od razlogov za nižje izkoristke pri poskusih s SPE.  
Učinkovitost same UE sem preverila tudi pri nižjih koncentracijah, in sicer pri 1 µg 
PAH/g tal (poskus 11). Izkoristki so se gibali v območju 75,9–91,1 % in so bili podobni 
tem pri tleh z 2 µg PAH/g tal. Pri tleh z 1 µg PAH/g tal so bile teoretične koncentracije 
PAH v končnem ekstraktu 0,5 mg/L. To je druga najnižja točka umeritvene krivulje, zato 
sem se ustavila pri tej koncentraciji.  
 
Graf 13: Izkoristki ultrazvočne ekstrakcije pri 1 oz. 2 µg PAH/g tal 
4.4.3 Ponovljivost ultrazvočne ekstrakcije 
Ponovljivost UE-GC-MS sem določila pri 2 µg PAH/g tal s šestimi paralelkami. 
Povprečni izkoristki in relativni standardni odmiki PAH v acetonskih ekstraktih so podani 
v tabeli 15. Ponovljivost je bila dobra, nekoliko višji RSD pa sem dobila za fenantren, ki 
je znašal 5,6 %. 
46 
 
Tabela 15: Povprečni izkoristek in relativni standardni odmiki šestih paralelk pri 





naftalen 79,4 1,7 
acenaften 76,1 0,79 
fluoren 90,1 1,5 
fenantren 85,3 5,6 
4.5 Analiza vzorcev 
Kromatograma vzorcev B in A sta prikazana na sliki 6 in 7, kromatogram vzorca A, pri 
katerem sem ekstrakt očistila s SPE, pa na sliki 8. Za razliko od prejšnjih ekstraktov, ki 
so bili brezbarvne do bledo rumene barve, sta bila ekstrakta vzorca B močne rumene 
barve,  ekstrakta vzorca A pa bledo rumene barve. Vsebnost vlage v vzorcu B je znašala 
0,40 %, v vzorcu A pa 1,9 %. Iz kromatogramov obeh vzorcev je vidno visoko ozadje z 
ostrimi vrhovi, ki pripadajo različnim ogljikovodikom. Pri retencijskih časih za naftalen, 
acenaften, fluoren in fenantren ni bilo tipičnih ostrih vrhov. Zaradi visokega ozadja pa ni 
bilo možno zaključiti, ali so bili prisotni v majhnih količinah.  
Po tem, ko sem ekstraktu druge paralelke vzorca A dodala MQ, sem dobila motno 
raztopino rahlo bele barve. To sem prečrpala skozi SPE kolono. V kromatogramu eluata 
je nižje ozadje, manjkajo pa tudi nekateri ostri vrhovi ogljikovodikov. Vendar tudi iz tega 
kromatograma nisem mogla potrditi prisotnosti PAH. Smiselno bi bilo posneti 
kromatogram vzorcev z načinom snemanja SIM, kar pa mi časovno ni uspelo. Poleg tega 
bi si želela analizo vzorcev ponoviti, tako da bi odparila čim več acetona v raztopini 




Slika 6: Kromatogram vzorca B (acetonski ekstrakt tal) 
 
























































5 Zaključek  
Namen magistrskega dela je bil razvoj metode za določanje PAH v tleh. Določiti sem 
želela učinkovitost ultrazvočne ekstrakcije PAH iz tal in preveriti, kako na izkoristke 
ekstrakcije vpliva SPE.  
Pri GC-MS analizi naftalena, acenaftena, fluorena in fenantrena sem uporabila naslednji 
temperaturni program: 4 min na 55 ºC, 25 ºC/min do 260 ºC in 14 min na 260 ºC. S to 
metodo sem lahko zanesljivo kvantificirala PAH od 0,25 mg/L naprej.  
Pri optimizaciji SPE sem preizkusila vpliv različnih kolon, pretoka, vzorca, odparevanja 
topila iz eluata pri različnih temperaturah ter prisotnosti NaCl in acetona v raztopini. 
Najvišje izkoristke pri SPE sem dobila s kolono Supelco LC18. Vsebnost acetona v 
raztopini PAH in odparevanje topila sta znižala izkoristke, pri čemer sem dobila višje 
izkoristke, če sem topilo odparevala pri sobni temperaturi. Prisotnost NaCl v raztopini 
PAH ni imela pomembnega vpliva. Pri uporabi 50 mL raztopine PAH se ti še niso eluirali 
s sorbenta v koloni. Ponovljivost SPE metode sem zato določila s 50 mL raztopino PAH 
v DI vodi s koncentracijo 0,1 mg/L. Povprečni izkoristki so znašali 82,9–93,7 %, relativni 
standardni odmiki pa 4,3–8,7 %.  
Pri ultrazvočni ekstrakciji PAH iz tal se pogosto uporablja diklorometan, ki z 
okoljevarstvenega vidika ni najbolj sprejemljiv. Za topilo pri ekstrakciji sem izbrala 
aceton, ki ga lahko uporabimo tudi pri vzorcih z višjim odstotkom vlage. Najprej sem 
pripravila kontaminirana tla, tako da sem PAH v heksanu nanesla na tla in čez noč pustila, 
da je topilo izparelo. S tako pripravljenimi tlemi so bili izkoristki same UE 3,1–81,2 %. 
Nižje izkoristke sem dobila, ko sem ekstraktu odparila del acetona in uporabila SPE (2,7–
58,8 %). Najnižje izkoristke sem dobila z uporabo SPE, ko nisem uporabila odparevanja 
(2,8–22,3 %). Pri zgoraj omenjenem načinu priprave tal je večina naftalena izhlapela, zato 
ta postopek ni primeren za pripravo tal, kontaminiranih z bolj hlapnimi PAH.  
Pri analizi tal, ki sem jim dodala PAH tik pred UE (10 µg PAH/g tal), so bili izkoristki 
same ultrazvočne ekstrakcije bistveno višji. Ko pa sem ekstraktom dodala vodo in jih 
očistila s SPE, ne da bi odparila aceton, sem dobila precej nizke izkoristke (9,9–18,3 %). 
Določila sem ponovljivost ultrazvočne ekstrakcije iz tal s svežim dodatkom PAH, pri 
2 µg PAH/g tal. Pri tem so izkoristki znašali 76,1–90,1 %, relativni standardni odmiki pa 
0,79–5,6 %. Podobne izkoristke sem dobila tudi s tlemi z 1 µg PAH/g tal. To je tudi 
najnižja koncentracija PAH v tleh, s katero sem preizkusila učinkovitost UE. 
50 
 
V primeru tal, ki jim tik pred UE dodamo analite, se je smiselno vprašati, v kolikšni meri 
to sploh predstavlja točno sliko o učinkovitosti ultrazvočne ekstrakcije. Ultrazvočna 
ekstrakcija PAH iz tal je med drugim odvisna od tega, kako močno so ti sorbirani na delce 
tal. Pri analizi realnih vzorcev je učinkovitost UE odvisna tudi od tega, koliko časa je 
preteklo od onesnaženosti tal s PAH do analize v laboratoriju.  
Dobro bi bilo narediti še dodatne analize s tlemi s svežim dodatkom PAH. Naredila bi ga 
po istem postopku kot pri poskusu 1 (poglavje 3.6.3). S tem bi preverila še izkoristke 
ultrazvočne ekstrakcije in ekstrakcije na trdno fazo (z odparevanjem topila) iz sveže 
kontaminiranih tal. Zanimivo bi bilo preveriti tudi, kako na izkoristke ekstrakcije vpliva 
čiščenje ekstraktov s kolonsko kromatografijo.  
Pomembno je poudariti, da ni ene same ekstrakcijske tehnike, ki bi bila primerna za 
ekstrakcijo PAH iz različnih vzorcev tal. Faktorji, kot so zahtevana natančnost in točnost, 
čas analize in tehnološke zmožnosti, vplivajo na izbiro ekstrakcijske tehnike. V 
preteklosti je že bilo pokazano, da nekatere fizikalno-kemijske lastnosti tal vplivajo na 
učinkovitost ekstrakcije PAH iz tal [15, 26]. Smiselno pa bi bilo narediti dodatne študije 
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